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t- Zeit 
TBST- Tris Buffered Saline with Tween 
T. adventitia- Tunica Adventitia 
T. intima- Tunica Intima 
T. media- Tunica Media 
ucMGP- untercarboxyliertes MGP 
V- Volumen 
V fem- Vena femoralis 
vgl.- vergleiche 
Vim- Vimentin; VIM + - Vimentin positiv 
vK- van Kossa 
W, Warf- Warfarin 
1 Einleitung 
 
1 
1 Einleitung 
1.1 Chronische Niereninsuffizienz und urämisches Syndrom/ Urämie 
Unter dem Begriff der chronischen Niereninsuffizienz, auch chronisches Nierenversagen 
genannt, versteht man eine andauernde, fortschreitende, meist irreversible 
Funktionseinschränkung der Nieren, die als letztes Stadium zur terminalen Niereninsuffizienz 
führt. Die chronische Niereninsuffizienz (CKD) geht mit einer Verminderung der 
glomerulären, tubulären und endokrinen Nierenfunktionen einher (Herold G 2011). Im 
fortgeschrittenen (terminalen) Stadium entsteht eine Urämie, die zu schweren 
Beeinträchtigungen fast aller Organsysteme führt. Die Urämie ist eine Kontamination des 
Blutes mit harnpflichtigen Substanzen und Folge exkretorischer und inkretorischer 
Insuffizienz der Nieren sowie Veränderungen im Wasser- Elektrolyt- und Säure- Basen- 
Haushalt. Als Therapie kommen Behandlungen des Grundleidens sowie der metabolischen 
und immunologischen Störungen zum Einsatz. Medikamentöse Behandlungen und eine 
spezifische Diät können die Progression der Erkrankung verzögern, eine Nierenersatztherapie 
ist ab dem präterminalen Stadium (Stadium 4) unverzichtbar. Sorgfältige ärztliche 
Überwachung bestimmt wesentlich die zeitliche Progression und beeinflusst die Prognose. 
Seit Einführung der Nierenersatztherapie bedingt nicht mehr der Verlust der Nierenfunktionen 
selbst, sondern die Progression der Sekundärkomplikationen die Prognose (Classen M et al. 
2009). Bei optimaler Behandlung kann der stabile Zustand des Patienten über Jahrzehnte 
aufrechterhalten werden. 
Die demografische Wandlung führt in den nächsten Jahrzehnten zu einer Zunahme älterer 
Patienten mit multifakoriellen Komorbiditäten und oft kardiovaskulärem Risikoprofil. Dies 
lässt eine Zunahme der Prävalenz von Nierenerkrankungen im Allgemeinen und chronischer 
Niereninsuffizienz im Besonderen erwarten. Durch steigende Anzahl von Typ- II- Diabetikern 
steigt auch die Prävalenz der diabetischen Nephropathie und damit des bedeutendsten 
äthiologischen Faktors für die chronische Niereninsuffizienz (QuaSi Niere Jahresbericht 
2006- 2007).   
1.1.1 Epidemiologie 
Prävalenz und Inzidenz für chronische Nierenersatztherapie und Hämodialyse verzeichnen in 
Europa und in den USA in den letzten Jahrzehnten starke Zunahmen. Laut QuaSi Niere 
(Projekt zur Qualitätssicherung in der Nierenersatztherapie des Bundesverbands Niere E.V.) 
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stieg in Deutschland die Prävalenz der Patienten mit chronischer Nierenersatztherapie 
zwischen 1995 und 2006 von 54 656 auf 91 718, das entspricht einem Anstieg von 674 pmp 
(per million population= Behandlungen pro Million Einwohner) auf 1114 pmp. Die Anzahl 
von Hämodialysepatienten betrug 1995 38 268, im Jahr 2006 waren es 66 508. Die Inzidenz 
chronischer Nierenersatztherapie stieg von 11 731 im Jahr 1995 auf 17 548 im Jahr 2006 bzw. 
von 145 pmp auf 213 pmp. Sowohl 1995 als auch 2006 wurde bei dem überwiegenden Anteil 
der Neuaufnahmen eine Hämodialyse angefangen. Eine Nierentransplantation wurde im Jahr 
1995 bei 2 128 Patienten und im Jahr 2006 bei 2 776 Patienten durchgeführt (QuaSi Niere 
Jahresbericht 2005- 2006, QuaSi Niere Jahresbericht 2006- 2007). Damit stiegen Prävalenz 
und Inzidenz innerhalb eines Jahrzehntes um mehr als ein Drittel, was eine erstaunliche 
Zunahme von Erkrankungen bedeutet und auch für das Gesundheitssystem eine erhebliche 
Mehrbelastung darstellt. Classen et al. sehen die gestiegene Prävalenz und Inzidenz als Folge 
gesteigerter diabetischer Nephropathien und struktureller renaler Schäden bei renovaskulärer 
Atherosklerose sowie von Nephrosklerosen in Folge langjähriger arterieller Hypertonie und 
höherer Lebenserwartung (Classen M et al. 2009).  
In den USA ist ein weitaus höherer Wert an Prävalenz und Inzidenz chronischer 
Niereninsuffizienz zu verzeichnen (Kasper DL et al. 2008, NKUDIC 2012). So beträgt die 
Prävalenz chronischen Nierenversagens in den USA 6000 pmp (Herold D 2011), die Inzidenz 
terminaler Niereninsuffizienz liegt für die Jahre 2001 bis 2009 um 350 pmp (NKUDIC 2012). 
Bemerkenswert ist auch hier die enorme Steigerung in den letzten Jahrzehnten, wonach sich 
die Inzidenz terminaler Niereninsuffizienz zwischen 1980 und 2000 um das etwa 3,5- fache 
steigerte, im letzten Jahrzehnt konnte glücklicherweise eine Stagnation beobachtet werden 
(NKUDIC 2012). Insgesamt nutzten in den USA Ende 2009 fast 400 000 Patienten ein 
Dialyseverfahren, mehr als 172 000 Patienten besaßen nach Transplantation eine 
funktionsfähige Spenderniere. Coresh et al. deuten die enorme Zunahme der Prävalenz von 
chronischer Niereninsuffizienz in den USA zwischen 1988 und 2004 zum Teil durch 
gestiegene Prävalenz von Diabetes mellitus und Hypertonie sowie höherem Body- Mass- 
Index (Coresh J et al. 2007).  
1.1.2 Definition und Stadien chronischer Niereninsuffizienz 
Die National Kidney Foundation unterteilt die Chronische Niereninsuffizienz in fünf Stadien, 
die durch die GFR (Glomeruläre Filtrationsrate) bestimmt werden. Die chronische 
Niereninsuffizienz ist hierbei definiert als 1. Nierenschaden oder 2. eine GFR <60 für 
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mindestens drei Monate. Nierenschaden ist definiert als pathologische Anomalität oder 
Anwesenheit von Markern für Nierenschaden, dazu zählen Anomalitäten in Blut- oder 
Urinuntersuchungen oder bildgebenden Verfahren (KDOQI 2002). 
Stadium GFR [ml/ min/ 1,73m
2
] Beschreibung 
1 ≥90 Nierenschaden mit normaler oder erhöhter GFR 
2 60-89 Nierenschaden mit leicht erniedrigter GFR 
3 30-59 moderat erniedrigte GFR 
4 15-29 stark erniedrigte GFR 
5 <15 (oder unter Dialyse)  Terminale Niereninsuffizienz 
Tab. 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz nach KDOQI Clinical Practice Guidelines for Chronic 
Kidney Disease: Evaluation, Classification, and Stratification (National Kidney Foundation 2002). 
Die GFR ist das Volumen des von den Glomeruli beider Nieren zusammen pro definierte 
Zeiteinheit gefilterten Primärharns und gibt damit Auskunft über die Filterfunktion der 
Nieren. Die Bestimmung der GFR durch Messung der zu Grunde liegenden Parameter gilt 
als Goldstandard zur Bestimmung der Nierenfunktion (Stevens LA et al. 2009). Zur 
Berechnung ist eine Messung der Kreatinin- Konzentration in Harn und Blutplasma sowie 
des Harnvolumens in einem definierten Zeitraum notwendig: 
𝐺𝐹𝑅 =
𝑉glomeruläres Filtrat
𝑡
=
𝐶Krea Harn ∙ 𝑉Harn
𝑡 ∙ 𝐶Urea Plasma
 
Abb. 1: Formel zur Berechnung der realen GFR 
Die GFR wird durch Alter, Geschlecht, Körpergewicht und weiteren Faktoren beeinflusst 
(Stevens LA et al. 2009) und beträgt bei einem gesunden Erwachsenen unter 40 Jahren 
zwischen 100-120 ml/ min/ 1,73m
2 
standardisierte Körperoberfläche
 
(Smith HW 1951). Sie 
sinkt physiologisch mit zunehmendem Alter und pathologisch bei verschiedenen 
Nierenerkrankungen. Auf Grund der aufwendigen Sammlung von 24 Stunden- Sammelurin 
finden in der Praxis abschätzende Formeln Verwendung, dazu zählen die Cockcroft- Gault- 
Formel sowie die häufig verwendete MDRD- Formel. 2012 wurde von der „Chronic Kidney 
Disease Epidemiology Collaboration“ eine neue Formel vorgestellt, die den abschätzenden 
GFR aus Geschlecht, Hautfarbe, Alter und Serum- Kreatinin bestimmt und eine Überdiagnose 
vermeiden soll (Matsushita K et al. 2012). 
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1.1.3 Äthiologie  
Die häufigsten Ursachen chronischer Niereninsuffizienz stellen diabetische Nephropathien 
dar (40- 50 %). Auch primäre und sekundäre Glomerulonephritiden (30 %), chronische 
tubulo- interstitielle Erkrankungen (entzündliche Erkrankungen des Nierenparenchyms), 
vaskuläre (hypertensive) Nephropathien oder polyzystische Nierenerkrankungen können in 
einer chronischen Niereninsuffizienz münden (Herold D 2011, Classen M et al. 2009).  
1.1.4 Pathophysiologie und Folgen für andere Organsysteme 
Folgen einer chronischen Niereninsuffizienz sind: 
1. Versagen der exkretorischen Nierenfunktionen  
Die Ausscheidungsfunktion der Niere kann nicht mehr hinreichend erfüllt werden. Es 
erfolgt eine Anreicherung harnpflichtiger Substanzen im Plasma. Stickstoffhaltige 
Stoffwechselendprodukte wie Harnstoff, Kreatinin und Harnsäure sowie Medikamente 
und mit der Nahrung zugeführte Toxine werden nicht mehr in ausreichendem Maße 
ausgeschieden. Zu einem Anstieg der Retentionswerte kommt es erst, wenn etwa 60 % 
der Nephrone ausgefallen sind (Herold D 2011), in früheren Stadien der Schädigung 
führt eine gesteigerte glomeruläre Hyperfiltration zu einer weitgehenden Kompensation. 
2. Störung im Wasser-, Elektrolyt-, und Säure- und Basenhaushalt 
Die Niere ist nicht mehr in der Lage, ausreichende Mengen an Wasser und Salzen 
auszuscheiden, auch eine Ansäuerung des Plasmas (metabolische Azidose) kann bei 
einer GFR <30ml/ min dazukommen (Herold D 2011). Ein Anstieg des 
Kalziumphosphatproduktes führt zu Störungen im Knochenstoffwechsel und vaskulären 
Komplikationen (Jono S et al. 2006).  
3. Abnahme der inkretorischen Nierenfunktionen 
Aus der Abnahme der Produktion renaler Blutdruckmodulatoren (wie Renin und 
Prostaglandinen) resultiert eine Änderung der renalen Hämodynamik. Auch eine renale 
Osteopathie, bedingt durch verminderte Kalzitriol- Produktion (hydrolysierte und 
biologisch aktive Form des Vitamin D3), ist die Folge (Classen M et al. 2009). 
Verminderte Ausschüttung von Erythropoietin bedingt eine renale Anämie (Herold D 
2011).  
4. Toxische Organschäden durch Anreicherung harnpflichtiger Substanzen 
Die urämiebedingte Anreicherung stickstoffhaltiger Endprodukte des 
Proteinstoffwechsels im Blut (Retentionsazotämie) hat nachteilige Folgen für alle 
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Organe, „insbesondere auf das Herz- Kreislaufsystem, das zentrale und periphäre 
Nervensystem, auf Blut und Blutbestandteile sowie auf die Haut“ (Herold D 2011).  
Das Risiko für Herz- Kreislauferkrankungen ist bereits ab einer moderater Nierenschädigung 
(Stadium 3) stark erhöht, bei weiter abnehmender Nierenfunktion steigt es proportional an 
(Schiffrin EL et al. 2007). Insgesamt sind kardiovaskuläre Erkrankungen die Hauptursache 
für Hospitalisation und Mortalität bei Patienten mit chronischer und terminaler 
Niereninsuffizienz (National Institutes of Health, USRDS 2010, Schiffrin EL et al. 2007, 
Weir MR 2011). Go et al. fanden heraus, dass das Hazardratio für Mortalität bei einem 
Patienten mit einem GFR zwischen 45-59 ml/ min/ 1,73m
2 
bei 1,2 liegt und sich bei einem 
GFR unter 15 ml/ min/ 1,73m
2
 bis 5,9 steigert (Go AS et al. 2004). Auch das Risiko für 
Gefäßkalzifizierungen ist bei einem niereninsuffizienten Patienten stark erhöht. Darauf soll in 
Kapitel 1.3.1 eingegangen werden.  
1.2 Nierenersatzmaßnahmen 
Patienten mit Niereninsuffizienz ab Stadium 4 oder anderen Indikationen schwerer 
Niereninsuffizienz wie z.B. schweren urämischen Symptomen oder renaler Azidose sollten 
eine Nierenersatztherapie erhalten (Bundesärztekammer et al. 2010). Die 
Behandlungsmethode der ersten Wahl bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz 
stellt die Nierentransplantation (NTX) dar (Herold D 2011). In Deutschland werden jährlich 
etwa 2500- 3000 Nierentransplantationen durchgeführt (QuaSi Niere Jahresbericht 2005 -
2006). Da die NTX mit verschiedenen Kontraindikationen, Komplikationen und einer 
durchschnittlichen Wartezeit von ca. 5- 6 Jahren bei einer Leichenspende einhergeht muss die 
Zeit mit alternativen Methoden überbrückt werden.  
Dazu stehen die Peritonealdialyse (PD) und die Hämodialyse (HD) sowie die Hämofiltration 
und die Hämodiafiltration zur Verfügung. Bei der PD dient das Peritoneum des Patienten 
selbst, eine stark durchblutete, seröse Haut, als semiperable Membran und die Peritonealhöhle 
als Behälter für die Dialyseflüssigkeit. Durch einen permanenten Katheter erfolgt die 
Einleitung der Spüllösung in den Bauchraum, durch osmotischen Stoffaustausch treten 
niedermolekulare harnpflichtige Substenzen aus dem Patientenblut in die Lösung über. Die 
Lösung kann nach Bedarf gewechselt werden. Die Peritonealdialyse soll auf Grund besserer 
Prognose in den ersten Behandlungsjahren sowie zur Aufrechterhaltung einer 
Nierenrestfunktion und zur Schonung der Gefäße zunächst vorgezogen werden 
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(Bundesärztekammer et al. 2010). Ist darüber hinaus eine längerfristige Nierenersatztherapie 
notwendig muss über einen Gefäßzugang zur Hämodialyse entschieden werden.  
Die HD stellt das am Häufigsten verwendete Nierenersatzverfahren dar (QuaSi Niere 
Jahresbericht 2006 -2007) und wird bei etwa 85 % der Patienten angewandt. Die Reinigung 
des Blutes von harnpflichtigen Substanzen erfolgt hier extrakorporal mit Hilfe einer 
Dialysemaschine und einer synthetischen Membran. Das Konzentrationsgefälle zwischen 
Spüllösung und Patientenblut wird maschinell aufrechterhalten, auch überschüssiges Wasser 
kann dem Körper auf diese Art entzogen werden. Für die Hämodialyse wird ein Gefäßzugang 
benötigt, welcher eine genügend große Flussrate ermöglicht und leicht wiederholt punktiert 
werden kann. Bei Anlage und langfristiger Nutzung ergeben sich häufig Komplikationen, die 
Neuanlage und Revision hämodialytischer Shunts stellt einen weiteren Faktor für 
Hospitalisation und Morbidität von Dialysepatienten dar (National Institutes of Health, USRD 
2010). 
1.2.1 Vaskulärer Zugänge bei Hämodialyse 
Der Gefäßzugang für die Hämodialyse kann auf drei verschiedene Arten erreicht werden. 
Neben einem zentralvenösen Katheter kommt die Anlage einer autogenen Arteriovenösen 
Fistel (AVF) sowie die Implantation eines Arteriovenösen Grafts (AVG) in Form eines 
Kunststoffkatheters z.B. aus Polytetrafluorethylen (PTFE) in Frage. Die Verwendung eines 
zentralvenösen Katheters gilt als die letzte Option für die Hämodialyse bei Fehlen geeigneter 
Gefäße in den Extremitäten, Nachteile sind eine hohe Rate von Infektionen des Katheters 
selbst und nachfolgender Bakteriämie der Blutbahn (Moist LM et al. 2008). Laut aktueller 
deutscher Versorgungsleitlinien (Bundesärztekammer et al. 2010) ist die Anlage einer AV- 
Fistel dem Einsatz eines AV- Grafts stets vorzuziehen, auch in den USA und Kanada 
(K/DOQI 2002, Ethier JH et al. 1999) gelten ähnliche Richtlinien.  
Methoden, Komplikationen und Offenheitsraten (AV Fistel versus AV Graft) 
Die Hämodialyse über die autogene arteriovenöse Fistel gilt als Goldstandard für einen 
dauerhaften vaskulären Zugang. Studien zeigen eine erhöhte Mortalität unter Dialysepatienten 
bei Verwendung eines AV- Grafts im Unterschied zur Verwendung einer AV- Fistel (Pisoni 
RL et al. 2009, Kizilisik AT et al. 2004), sowohl Patienten mit als auch ohne Diabetes 
mellitus zeigen bei Verwendung einer AVF ein besseres Outcome (Dhingra RK et al. 2001). 
Der Grund dafür könnte bei einer höheren Rate an Infektionen unter Verwendung von AV- 
Grafts liegen (Klevens RM et al. 2005).  
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In Europa werden meist autogene Fisteln verwendet, in den USA auch häufig AV- Grafts 
(Pisoni RL et al. 2002, NKUDIC 2012). Allerdings zeigen die steigende Verwendung von AV 
-Fisteln und der gleichzeitige Rückgang von AV- Grafts in den USA in den letzten 
Jahrzehnten ein Umdenken. Zwischen 1998 und 2007 stieg der Anteil der durch eine AV- 
Fistel dialysierten Patienten von etwa 28 auf 55 % an, der Anteil der Patienten mit einem AV- 
Graft sank im gleichen Zeitraum von etwa 59 % auf etwa 27 % (NKUDIC 2012). Ursache 
dafür bildet auch die „Fistula First“- Initiative zur Verbesserung des Outcomes von 
Hämodialysezugängen.  
Komplikations- und Verschlussraten beider Verfahren unterscheiden sich wesentlich in 
Primär- und Langzeitfunktion. Während PTFE- Grafts auf Grund von hoher Maturation gern 
zur Kurzzeitbehandlung verwendet werden zeigen AV- Fisteln eine schlechtere Reifung. 
Autogene AV- Fisteln entwickeln ein häufiges Primärversagen und zeigen keine Fistelreifung 
in 30- 50 % der Fälle (Berman SS et al. 2008, Schild AF et al. 2004). Nach erfolgreicher 
Fistelreifung behalten sie jedoch nach sechs Monaten in 53- 77 % der Fälle und nach 12 
Monaten in 26- 77 % der Fälle ihre Funktion (Golledge J et al. 1999, Simoni G et al. 1994, 
Revanur VK et al. 2000). Nach Intervention wird eine sekundäre Offenheitsrate von 53 % 
nach 5 Jahren und 45 % nach 10 Jahren angegeben (Rodriguez JA et al. 2000, Hodges TC et 
al. 1997). PTFE- Grafts zeigen hohe Maturationsraten mit wenig Primärversagen (15- 20 %, 
Maya ID und Allon M 2008). Grafts bleiben zu 53- 66 % nach sechs Monaten und zu 29- 51 
% nach 12 Monaten dialysefähig (Rudnicki M 2009), die sekundären Offenheitsraten liegen 
bei AV- Grafts nach einem Jahr bei 70- 90 % und nach zwei Jahren bei 50- 70 % (Hodges TC 
et al. 1997).  
Brescia- Cimino- Fistel 
Cimino und Brescia beschrieben 1962 die bis heute verwendete, klassische Arteriovenöse 
Fistel als Möglichkeit eines dauerhaften Gefäßzugangs (Cimino JE, Brescia MJ 1962). Sie gilt 
heute noch bei geeignetem Gefäßstatus als Goldstandard unter autogenen Gefäßzugängen 
(Tordoir J et al. 2007).  
Shenoy zeigte verschiedene Möglichkeiten zur Fistelanlage in der oberen Extremität mit 
verschiedenen Möglichkeiten von arterio- venösen Anastomosen (Shenoy S 2007). Als 
wichtige Kriterien bei der Auswahl geeigneter Gefäße ist ein genügend großes effektives 
Flussvolumen zu beachten, gleichzeitig muss die kardiale Belastung tolerabel bleiben. Auch 
patienteneigene Kriterien wie eine gute Zugänglichkeit zur Punktion, geringe 
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Einschränkungen in der Beweglichkeit der Extremität sowie ästhetische Aspekte müssen 
berücksichtigt werden (Scholz H 1998, Konner K et al. 2013). Als Lokalisation sind nicht- 
dominante Seite und eine möglichst distale Position vorzuziehen, unabdingbar sind eine prä- 
und postoperative Evaluation mit bildgebenden Verfahren und Durchflusskontrollen 
(K/DOQI 2002). Auch ein ausreichender arterieller und venöser Durchmesser ist für eine 
erfolgreiche Dialyse notwendig. So konnte ein venöser Durchmesser von >1,6mm und ein 
arterieller Durchmesser von >1,5mm als notwendiges Minimum für eine Verwendung als 
AVF- Gefäße charakterisiert werden (Wong CY et al. 1996, Marlovrh M 1998). 
Abb. 2 zeigt das Gefäßsystem des Oberarms mit gängigen AV- Fisteln, dargestellt sind die 
V.basilica zu A.branchialis und die V.cephalica zu A.branchialis- Fisteln. Bei beiden Fisteln 
handelt es sich um End- zu Seit- Anastomosen. 
 
Abb. 2: Gefäßsystem des Oberarms mit häufigen AV- Fisteln. Abb. 2a: Vena basilica zu Arteria brachialis; 
Abb. 2b: Vena cephalica zu Arteria brachialis 
1.3 Molekulare Mechanismen in der arterialisierten Vene  
Veränderungen der Hämodynamik, das mechanische Trauma der AVF- Anlage selbst und die 
Punktion mit Dialysekathetern induzieren in Zusammenwirkung mit CKD- bedingten 
Stoffwechselstörungen und Vitamin K- Mangel im Bereich der Anastomose sowie an der 
arterialisierten Vene Veränderungen der Genexpression. Diese münden in Umbau und 
pathologischen Veränderungen der Gefäßmorphologie. 
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1.3.1 Vaskuläre Kalzifizierung beim niereninsuffizienten Patienten  
Vaskuläre Kalzifizierung wird bei Dialysepatienten häufig diagnostiziert und ist maßgeblich 
für Morbidität, Hospitalisation und Mortalität dieser Patientengruppe verantwortlich 
(Goodman WG et al. 2000, Foley RN et al. 1998). Häufige Befunde sind koronare 
Kalzifizierung (Raggi P et al. 2002), Kalzifizierung verschiedener großer und kleiner Arterien 
und der Aorta (Moe S et al. 2002, London GM et al. 1990, Goodman WG et al. 2000), und 
Kalziphylaxie (Moe S und Chen NX 2003).  
Neben intimalen, atheriosklerotischen Kalzifizierungen finden sich in niereninsuffizienten 
Patienten auch Kalzifizierungen der Tunica Media (Moe et al. 2002, Goodman WG et al. 
2004), in der Literatur häufig mit „Mönckebergs Sklerosis“ bezeichnet (Mönckeberg J 1903). 
Mediale Kalzifizierung beginnt an elastischen Kollagenfasern (Shanahan CM et al. 1999) und 
führt zu einer vaskulären Versteifung, die im Anstieg systolischen Blutdrucks und 
Linksherzhypertrophie mündet. Folge davon sind Myokardialinfarkte (Klassen PS et al. 2002, 
London GM et al. 1990).  
Dialysepatienten weisen häufig eine Vielzahl traditioneller kardiovaskulärer Risikofaktoren 
auf („Framingham- Risikofaktoren“, D'Agostino RB Sr et al. 2008), daneben 
Hyperphosphatämie sowie Störungen im Kalzium- und Phosphatmetabolismus (Block GA et 
al. 1998, Ganesh SK et al. 2001, Goodman WG et al. 2000) und einen Mangel an Vitamin K 
(Holden RM et al. 2010). Nachdem der Prozess vaskulärer Kalzifizierung lange Zeit als 
passiver Vorgang von Mineralisierung auf Grund eines erhöhten Kalziumphosphatproduktes 
gesehen wurde, zeigen zahlreiche vorklinische und klinische Studien heute einen Einblick in 
einen hochregulierten Prozess mit Kalzifizierungsinhibitoren und- förderern, der 
Ähnlichkeiten zur Ossifikation im Knochen aufweist (Wallin R et al. 1999). Die folgenden 
Kapitel sollen einen Überblick über den Kenntnisstand zur Entstehung vaskulärer 
Kalzifizierung im CKD- Patienten geben und die darüber hinaus speziell auf die in der 
arterialisierten Vene wirkenden, potentiell schädigenden Faktoren aufzeigen. 
1.3.2 Warfarin als orales Antikoagulanz 
Bei Warfarin (Abb. 3) handelt es sich um einen Wirkstoff aus der Gruppe der 4- 
Hydroxycoumarine, welcher durch seine Vitamin K antagonisierende Wirkung als 
Antikoagulanz eingesetzt wird.  
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Vitamin K wirkt in der Leber als Kofaktor der Synthese aktiver Gerinnungsfaktoren II, VII, 
IX und X (Stafford DW 2005). Daneben aktiviert es weitere gerinnungsaktivierende und 
thrombolysierende Proteine (Protein C, Protein S und Protein Z). Diesen 
Aktivierungsprozessen wirkt Warfarin entgegen indem es die Bildung aktiven Vitamin Ks 
inhibiert (siehe Abb. 4).  
Neben dem in den USA verwendeten Warfarin findet in Europa der zur gleichen Stoffgruppe 
zählende und wirkungsähliche Wirkstoff Phenprocoumon Verwendung. Diese oralen 
Antikoagulanzien dienen der Blutgerinnungskontrolle (Thrombusprophylaxe) nach einem 
bekannten Thrombusgeschehen in der Vergangenheit (Myokardialinfarkt, ischämischem 
Hirninfarkt, tiefen Beinvenenthrombosen) oder mechanischen Herzklappen, 
Gefäßendoprothesen sowie ventrikulärer Fibrillation (VF) als auch bei einer thrombophilen 
Familienanamnese. Während die Prävalenz von VF in der Bevölkerung insgesamt niedrig ist 
(unter 1 %), wurde in der Gruppe der urämischen Patienten eine um 10 bis 20- fach 
gesteigerte Prävalenz für VF nachgewiesen (Reinecke H et al. 2009). Auch AVGs finden als 
künstliche Protheseshunts, neben patienteneigenem Gefäßmaterial, als Dialysezugänge 
Verwendung (QuaSi Niere Jahresbericht 2005- 2006, NKUDIC 2012). Dies sind Gründe 
dafür, dass Warfarin in der Gruppe dialysepflichtiger Patienten häufig eingesetzt wird.  
Elliott et al. konnten in einem systemischen Review ein gesteigertes Blutungsrisiko bei 
Hämodialyse- Patienten unter Warfarintherapie nachweisen und stellten die Vorteile einer 
Warfarin- Therapie bei HD- Patienten in Frage (Elliott MJ et al. 2007). Walter Hörl 
postulierte, dass die zuletzt gezeigten, in Gefäßen kalzifizierungsfördernden Wirkungen des 
Warfarin auf die schon ungünstigen Prognosen von Dialysepatienten mit VF wahrscheinlich 
keinen weiteren Einfluss nehmen werden (Hörl WH 2009). 
Die Auswirkungen von Warfarin auf das Recycling des Vitamin K und somit auf die 
Carboxylierung Vitamin K abhängiger Proteine werden in Abb. 4 gezeigt. Vitamin K dient 
dem Enzym Y- Glutamyl Carboxylase als Kofaktor zur γ- Carboxylierung verschiedener 
Proteine (Suttie JW 1985, Stafford DW 2005). Um die aktive Form des Vitamins zu erhalten 
Abb. 3: Strukturformel von Warfarin ohne Strukturchemie 
Quelle: 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ 
product/fluka/45706?lang=de&region=DE 
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bedarf es eines Recycling, hier wird es 
vom Vitamin K- Epoxid über das 
Vitamin K wieder zur aktiven Form des 
Vitamin K- Hydrochinons umgesetzt. 
Dabei sind die Enzyme Vitamin K 
Epoxid- Reduktase (Chu PH et al. 2006) 
sowie Chinon- Reduktase beteiligt, diese 
Enzyme werden in Anwesenheit von 
Vitamin K -Antagonisten wie dem 
Warfarin geblockt (Wallin R et al. 1999).  
Warfarin unterbricht das Vitamin K- 
Recycling, es entsteht ein Mangel aktiven Vitamin Ks, was einen Mangel aktiver Vitamin K 
abhängiger Proteine nach sich führt. Während die Auswirkungen der Vitamin K 
Antagonisierung zu erwünschten Effekten in an der Blutgerinnung beteiligten Proteinen 
führen sind die Auswirkungen auf extrahepatische Gewebe nicht vollständig geklärt. Zwei 
vasoprotektiv wirkende, Vitamin K- abhängige Proteine stehen besonders im Fokus der 
Forschung: Growth Arrest Specific Gene 6 (Gas-6) und Matrix Gla Protein (MGP), welches 
in Kapitel 1.3.4.1 ausführlich beschrieben wird. Gas-6 hat verschiedene Wirkungen in der 
vaskulären Biologie: es fördert Thrombusformation, hemmt vaskuläre Kalzifizierung (Son 
BK et al. 2006) und hat anti- apoptotische Wirkung auf vaskuläre Gefäßmuskelzellen nach 
einer erfolgten Verletzung (Melaragno MG et al. 2004). Ebenso zeigte Gas-6 
migrationshemmende Wirkung auf vaskuläre Gefäßmuskelzellen von Mensch und Ratte in 
vitro (Fridell YW et al. 1998) und damit mögliche protektive Effekte gegen Neointimale 
Hyperplasie (NIH). 
1.3.3 Warfarin und Vitamin K- Mangel in der Gefäßwand 
Neben der Aktivierung der beschriebenen Blutgerinnungsfaktoren in der Leber trägt Warfarin 
auch an anderen Stellen im Organismus zur Aktivierung Vitamin K- abhängiger Proteine bei. 
Zur Gruppe Vitamin K abhängiger Proteine zählen in Knochen- und Knorpelgewebe sowie in 
Gefäßwänden aktive Proteine (Osteocalcin, Gla Rich Protein, Gas-6 und MGP). Zahlreiche 
Studien konnten eine nachteilige Wirkung einer Warfarinbehandlung auf Gefäße bei 
gesundem und urämischem Hintergrund zeigen.  
  
Abb. 4: Vitamin K- Kreislauf, verändert nach 
Kaesler et al. 2012 
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Nierengesunde Patienten 
Koos et al. und Lerner et al. zeigten ein steigendes Risiko einer Kalzifizierung der 
Koronararterien, Mitralklappen und Aortenklappen in nicht urämischen Patienten bei einer 
Warfarintherapie (Koos R et al. 2005, Lerner RG et al. 2009). Rennenberg et al. und Weijs et 
al. bestätigten die Ergebnisse in periphären- und Koronararterien (Rennenberg RJ et al. 2010, 
Weijs B et al. 2011). Auch eine Abhängigkeit der Kalzifizierung von der Dauer der 
Warfarineinnahme konnte nachgewiesen werden (Weijs B et al. 2011, Schurgers LJ et al. 
2012). In einer weiteren klinischen Studie zeigten Patienten ein geringeres Risiko koronarer 
Kalzifizierung unter Vitamin K2-, aber nicht unter Vitamin K1- Gabe (Geleijnse JM et al. 
2004). Im Gegensatz dazu beobachteten Shea et al. eine verlangsamte Progression der 
Kalzifizierung der Arteriae coronariae bei gesunden, älteren Erwachsenen unter geringer 
Vitamin K1- Gabe im Vergleich zu unbehandelten Patienten (Shea MK et al. 2009). 
Nierengesunde Tiere 
Price et al. beschrieben eine starke Kalzifizierung der arteriellen Media und der Herzklappen 
von nierengesunden Ratten unter hohen Dosen von Warfarin, sie deuteten auf eine auffallende 
Ähnlichkeit der gefundenen Kalzifizierungen zu derjenigen, welche in MGP
-/-
 - Mäusen 
beobachtet werden konnte (Price P et al. 1998). Schurgers et al. demonstrierten, dass das 
durch hohe Warfaringabe induzierte Defizit an aktivem Vitamin K in der Gefäßwand und die 
daraus resultierende mediale Kalzifizierung ein zuverlässiges Modell zur Untersuchung der 
Auswirkung von Vitamin K- Antagonisierung und ihrer Aufhebung durch weiteres Vitamin K 
darstellt (Schurgers LJ et al. 2007a). Neuere Studien derselben Arbeitsgruppe dokumentierten 
eine schnellere Entwicklung und Destabilisierung von atherosklerotischen Plaques in der 
thorakaten Aorta in nierengesunden, mit Warfarin behandelten ApoE
-/-
- Mäusen (Schurgers 
LJ et al. 2012). Auch Krueger et al. zeigten in Mäusen eine dosisabhängige Zunahme 
arterieller Kalzifizierung durch Warfarin + K1- Gabe. Sie verwendeten die in der 
vorliegenden Studie beschriebenen Wirkstoffkonzentrationen, untersuchten jedoch nicht eine 
potentielle Verschlimmerung durch Urämie (Krueger T et al. 2013 a).  
Nierenkranke Patienten 
Zum direkten Einfluss von Vitamin K- Antagonisten auf die vaskuläre Gesundheit in 
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz existieren keine Studien, eine Verschlechterung 
des vorbelasteten kardiovaskulären Status dieser Patienten durch Warfarineinnahme ist aber 
denkbar (Hörl WH 2009). Auch ohne Warfarineinnahme ist ein subklinischer Mangel an 
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Vitamin K bei HD-Patienten bekannt (Holden RM et al. 2010, Cranenburg EC et al. 2012). 
Eine 2012 erschienene klinische Studie zeigt, dass in Patienten mit CKD- Stadium 5 eine 
Supplementierung mit Vitamin K2 den Mangel am Vitamin ausgleichen und die 
Carboxylierung Vitamin K- abhängiger Proteine steigern kann (Westenfeld R et al. 2012). 
Eine direkte Auswirkung der Supplementierung auf kardiovaskuläre Ereignisse und vaskuläre 
Kalzifizierung in CNI- Patienten konnte bisher nicht klinisch gezeigt werden (Schurgers LJ 
2013b). Eine gerade begonnene prospektive klinische Studie soll sich dieser Fragestellung 
widmen (Krueger T et al. 2013 b). 
Nierenkranke Tiere 
Eine kürzlich erschienene Studie deutete auf stärkere Kalzifizierung durch milde, 
therapeutische Dosen von Warfarin in Arterien (Aorta, Arteria renalis, Arteria carotis) 
adeninbehandelter Ratten im Vergleich zu Arterien gesunder, warfarinbehandelter Ratten 
(McCabe KM et al. 2013). Die Studie enthielt Gruppen mit gesundem und urämischem 
Hintergrund unter Warfarin- Behandlung oder mit Diät hoher oder geringer Dosen an Vitamin 
K1. Nierenkranke Tiere mit hoher Vitamin K1- Supplementierung (100mg/ kg Futter) zeigten 
eine geringere Kalzifizierung und höhere Vitamin K1- und K2- Konzentrationen in Leber und 
extrahepatischen Geweben im Vergleich zu nierenkranken Gruppen mit Warfaringabe oder 
niedriger K1- Supplementierung (McCabe KM et al. 2013).  
Zur Wirkung von Vitamin K1 und Vitamin K2 im Organismus existieren Studien, die zu 
verschiedenen Ergebnissen kommen. Unumstritten ist, dass normale Diät höhere Mengen an 
Vitamin K1 als an Vitamin K2 enthält, aber eine Konvertierung im Organismus von K1 zu K2 
möglich ist (Thijssen HH et al. 1996, Thijssen HH et al. 2006, Okano T et al. 2008). Da 
Vitamin K2 jedoch eine deutlich längere Halbwertszeit im Organismus besitzt ist eine 
Supplementierung mit Vitamin K2 besser geeignet um einen Vitamin K- Mangel dauerhaft 
und konstant zu beheben (Stafford DW et al. 2007). Weiterhin zeigen Vitamin K1 und 
Vitamin K2 andere Verteilungs- und Wirkungsmuster (Schurgers LJ 2013b): Es konnte 
gezeigt werden, dass sich Vitamin K1 in der Leber anreichert während K2 vor allem in Herz 
und Gefäßen zu finden ist (Ronden JE et al. 1998, McCabe et al. 2013).  
Einige Studien bei nierengesundem Hintergrund zeigen, dass Vitamin K1 vor allem die 
Aktivierung der Blutgerinnungsfaktoren beeinflusst, während sich Vitamin K2 in 
extrahepatischem Gewebe anreichert und dort die Carboxylierung Vitamin K- abhängiger 
Proteine reguliert. Spronk et al. konnten nachweisen, dass nur Vitamin K2 und nicht Vitamin 
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K1 in der Lage ist, vaskuläre Kalzifizierung zu unterdrücken (Spronk HM et al. 2003). Auch 
Geleijnse et al. zeigten in einer großen klinischen Studie, dass nur die Verabreichung von 
Vitamin K2 aber nicht Vitamin K1 das Risiko der Kalzifizierung von Koronararterien und der 
Aorta abdominalis in nierengesunden Patienten absenkt (Geleijnse JM et al. 2004). Price und 
Kaneda wiesen nach, dass eine Verabreichung von Vitamin K1 in nierengesunden Tieren die 
hepatische Wirkung von Warfarin aufhebt, aber keine Wirkung auf die Aktivität von Vitamin 
K- abhängigem Bone Gla- Protein im Knochen zeigt (Price PA und Kaneda Y 1987). Später 
konnten sie nachweisen, dass eine Supplementierung mit Vitamin K1 bei Warfaringabe auch 
keine Effekte in Gefäßen zeigt (Price PA et al. 1998). So zeigten nierengesunde Tiere bei 
übertherapeutisch hoher Warfarinverabreichung und hoher Vitamin K1 - Supplementierung 
eine normale Koagulation und starke vaskuläre Kalzifizierung (Price PA et al. 1998). Eine 
Erklärung für diesen Effekt findet sich im Enzym NAD(P)H- abhängige DT- Diaphorase 
(Schurgers LJ et al. 2007a). Dieses Enzym katalysiert einen alternativen, 
warfarinunabhängigen Weg des Vitamin K- Recyclings und ist fast ausschließlich hepatisch 
lokalisiert (Wallin R et al. 1999, Wallin R et al. 2008). Bei Warfaringabe findet in der Leber 
also alternatives Recycling statt, in extrahepatischem Gewebe fehlt das dafür notwendige 
Enzym. Das bedeutet, dass unter gleichzeitiger Verabreichung von Warfarin + K1 bei 
nierengesundem Hintergrund das Studium der warfarininduzierten Effekte in Knochen- und 
Knorpelgeweben und Gefäßen ohne die antikoagulierende Wirkung in der Leber möglich ist, 
so diverse Arbeitsgruppen (Price PA et al. 1982, Price PA et al. 1998).  
Andere Studien kamen zu dem Ergebnis, dass eine Reduktion arterieller Kalzifizierung bei 
niereninsuffizientem Hintergrund auch durch Vitamin K1- Gabe erreicht werden kann, was 
bei nierengesundem Hintergrund hier aber nicht gelingt (McCabe KM et al. 2013). Zusätzlich 
waren geringe Vitamin K1- Gaben in einer klinischen Studie in der Lage, das Fortschreiten 
von Kalzifizierung der Koronararterien nierengesunder Patienten ohne Warfaringabe zu 
verlangsamen (Shea MK et al. 2009). Auch Schurgers et al. zeigten, dass die nachteiligen 
Effekte einer Warfarindiät durch nachfolgende Gabe von Vitamin K1 oder Vitamin K2 
mediale Kalzifizierung in Arterien absenken kann (Schurgers LJ et al. 2007a), diese Studie 
fand in nierengesunden Ratten statt. Hier wirkte eine Warfarin + K1- reiche Diät stark 
kalzifizierungsfördernd, eine nachfolgende Diät mit K1 bewirkte eine Reduktion der 
Kalzifizierung.  
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Als Fazit kann davon ausgegangen werden dass eine zeitgleiche Diät von überdosiertem 
Warfarin und Vitamin K1 zu normaler Koagulation führt und sich bei geringem 
Kalzifizierungsdruck (wie in unbehandelten Gefäßen bei nierengesundem Hintergrund) für 
das Studium extrahepatischen Vitamin K- Mangels eignet (Schurgers LJ et al. 2007a). Durch 
zusätzliches hochdosiertes Vitamins K2 soll die extrahepatische Carboxylierung Vitamin K 
abhängiger Proteine verbessert werden. Bei steigendem Kalzifizierungsdruck wie in 
niereninsuffizienten Tieren oder in der AVF- Vene wäre es möglich, dass eine zeitgleiche 
Diät von überdosiertem Warfarin und Vitamin K1 weniger kalzifizierungsfördernd ist und K1 
in diesem Modell (durch vermehrte Konvertierung zu K2) stärker vaskulär wirkt, äquivalent 
zu McCabe et al. (McCabe KM et al. 2013). Trotzdem sollte weiteres Vitamin K2 auch im 
Modell mit erhöhtem Kalzifizierungsdruck vasoprotektiv wirken, so die Hypothese.  
1.3.4 Weitere molekulare Faktoren 
 Die vaskuläre Rolle von MGP 1.3.4.1
Matrix- Gla Protein (MGP) gehört zum regulatorischen Netzwerk von 
Kalzifizierungsinduktion und- inhibition in verschiedenen Organsystemen und gilt in seiner 
aktiven Form als einer der wichtigsten bekannten Kalzifizierungsinhibitoren (Krüger T und 
Flöge J 2010, Schurgers LJ et al. 2013, Danziger J 2002). Die Entdeckung der 
Proteinfunktion rührte aus der Beobachtung von gestörter Ossifikation in Knochen und letaler 
Kalzifizierung verschiedener Organe einschließlich der Aorta in MGP- defizienten MGP
-/-
 
Mäusen (Luo G et al. 1997). Auch die meisten anderen Erkenntnisse zur Funktion des 
Proteins stammen aus Tierstudien. MGP wird, neben Knorpelgewebe, auch in glatten 
Gefäßmuskelzellen expremiert und wirkt dort lokal vaskulärer Kalzifizierung entgegen 
(Murshed M et al. 2004). Auch eine Sekretion des Proteins in die Blutbahn ist mehrfach 
beschrieben.  
Das Protein bedarf post- trankriptioneller Modifikation um seine biologischen Funktionen zu 
erfüllen (Chatrou ML et al. 2012, Schurgers LJ et al. 2007b, Schurgers LJ et al. 2008). Zu den 
Modifikationen gehören, wie in der Literatur schon lange bekannt, die Carboxylierung sowie 
die noch wenig erforschte Phosphorylierung. MGP besitzt fünf Glutaminsäure- Reste (Glu), 
siehe auch Abb. 5, die im Zuge einer Vitamin K- abhängigen Carboxylierung zu Gamma- 
Carboxyglutaminsäure (Gla) überführt werden (Krüger T und Flöge J 2010). Die Wirkweise 
des Proteins ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es wird angenommen, dass nach erfolgter 
Carboxylierung 
1 Einleitung 
 
16 
1. freie Ca2+- Ionen und Kalziumphosphat- Kristalle gebunden werden können (Price PA 
et al. 1998, Roy ME und Nishimoto SK 2002, O'Young J et al. 2011).  
2. eine Bindung zwischen MGP und Bone- morphogenic- protein 2 (BMP-2) erfolgt 
(Wallin R et al. 2000, Speer MY et al. 2009). Bei BMP-2 handelt es sich um einen 
Wachstumsfaktor (Wozney JM et al. 1988), der in der Lage ist, die Differenzierung von 
glatten Gefäßmuskelzellen zum Osteoblasten- Phänotyp voranzutreiben (Boström K et 
al. 1995, Wallin R et al. 2001)  
Die Carboxylierung von MGP ist, wie die anderer Vitamin- K- abhängiger Proteine, 
wesentlich beeinflusst vom Vitamin- K Status im Organismus, sie wird durch 
Warfarinadministration stark vermindert (siehe Abb. 4).  
Der immunhistochemische Nachweis von MGP in Gefäßen gelang mehrfach, es konnte 
sowohl carboxyliertes (cMGP) als auch untercarboxyliertes (ucMGP) MGP rund um die 
kalzifizierenden Stellen in Aorta und anderen Gefäßen (Schurgers LJ et al. 2005) 
dokumentiert werden. Allerdings war das Vorkommen von ucMGP um den 
Kalzifizierungsherd quantitativ stärker als das von cMGP (Schurgers LJ et al. 2005). Auch 
MGP- mRNA wurde an kalzifizierenden Stellen in Knochen-/ Knorpelgewebe und Aorta 
nachgewiesen (Price P et al. 1998).  
Die Funktion der Phosphorylierung von MGP und nachfolgender Stoffwechselwege ist 
dagegen noch weitgehend unerforscht. MGP besitzt in Nähe des N- Terminus drei 
Aminosäuren (AS) mit Serin- Resten (Price PA et al. 1994), die phosphoryliert werden 
können (Abb. 5). Die unterschiedliche Phosphorylierung dieser Serin- Reste führt vermutlich 
zu Unterschieden in der Sekretion des Proteins (Price PA et al. 1994). Wajih et al. 
postulierten, dass die physiologische Bedeutung der Phosphorylierung von MGP in 
verschiedene Transportrouten der phosphorylierten und nicht phosphorylierten Form 
innerhalb und außerhalb glatter Gefäßmuskelzellen liegen könnte (Wajih N et al. 2004). 
Schurgers et al. konnten demonstrieren, dass neben der Carboxylierung auch eine 
Phosphorylierung des Proteins notwendig ist um eine Hemmung vaskulärer Kalzifizierung zu 
erreichen (Schurgers et al. 2007b). 
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Abb. 5: Struktur des MGP mit Glutaminsäure- und Serinresten. Modifiziert nach: Proudfoot D und Shanahan 
CM 2006. 
Schlieper et al. untersuchten die Level von nicht phosphoryliertem (npMGP), carboxyliertem 
oder untercarboxyliertem MGP in Serum von dialysepflichtigen Patienten (Schlieper G et al. 
2011). Sie zeigten erhöhte Level von c-npMGP und uc-npMGP in dialysepflichtigen 
Patienten im Vergleich zu angeglichenen (matched) Personen und schlugen die Messung der 
Serumlevel von npMGP als Vorzeichen für Mortalität bei Dialysepatienten vor. Bei Vitamin 
K2- Gabe konnte in Dialysepatienten eine Reduzierung des uc-npMGP- Levels nachgewiesen, 
jedoch keine Änderung im c-npMGP Level ermittelt werden (Schlieper G et al. 2011). 
Untersuchungen zur Anreicherung von pMGP oder npMGP in kalzifizierenden Geweben sind 
nicht in der Literatur zu finden.  
Bei Price et al. induzierte Warfarin Kalzifizierung und signifikante Erhöhung von MGP- 
mRNA- Levels in der Rattenaorta im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Dies zeigt, dass die 
Expression von MGP bei steigendem Kalzifizierungsdruck angehoben wird. Die Serum- 
MGP- Level sind in Tieren mit Warf + K1 im Vergleich zu Tieren mit K1 jedoch um 70 % 
niedriger. Die Autoren vermuten hier, dass: 1. Eine erhöhte Clearence des nicht- 
carboxylierten MGPs oder 2. Die verminderte Sekretion von MGP ins Blut mit stattdessen 
stattfindender Anreicherung an kalzifizierenden Stellen im Gefäß ursächlich sein könnten 
(Price PA et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe der bei Schurgers et al. 
beschriebenen Antikörper für carboxyliertes und untercarboxyliertes MGP (Schurgers LJ et 
al. 2005) sowie phosphoryliertes und nicht phosphoryliertes MGP (Schurgers LJ et al. 2010, 
Cranenburg EC et al. 2010) eine Quantifizierung der Proteins in humanem und tierischem 
venösen Gewebe durchgeführt.  
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 Shear stress und mechanische Kräfte in der arterialisierten Vene 1.3.4.2
Der Begriff „shear stress“ beschreibt die Summe mechanischer Flusskräfte, welche bei 
Blutfluss auf die Gefäßwand wirken. Es ist bekannt, dass sowohl zu hoher als auch zu 
niedriger shear stress einen physiologisch ungünstigen Faktor für den Erhalt eines intakten 
Endothels darstellen (Lemson MS et al. 2000, Zwolak RM et al. 1987, Dobrin PB et al. 
1989). In Regionen mit besonders hohem oder niedrigem Blutfluss kommt es häufig zu 
Veränderungen der Gefäßwand, welche sich mittelfristig in Neointimaler Hyperplasie (NIH) 
äußern und das Gefäßlumen verkleinern (Lemson MS et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass 
Veränderungen im shear stress zu Veränderungen in der Abgabe vasoaktiver Faktoren durch 
die Endothelzellen führen (Hecker M et al. 1993) und so möglicherweise NIH fördern.  
Nach der Anlage einer AV- Fistel ist der venöse Schenkel arteriellen hämodynamischen 
Bedingungen ausgesetzt (Lemson MS et al. 2000), die für die Vene nicht physiologisch sind 
und die Kaskade von NIH und Kalzifizierung an dieser Stelle besonders schnell vorantreiben. 
Darüber hinaus stellt die AVF- Anlage selbst und die periodische Punktation durch einen 
Dialysekatheter ein mechanisches Trauma der Gefäßwand dar, die ebenfalls einen erheblichen 
Beitrag zum Verschluss des Dialysezugangs leisten.  
 Neointimale Hyperplasie 1.3.4.3
NIH charakterisiert streng genommen die Zunahme der Zellzahl in der Intima, geht aber auch 
mit einer Volumensteigerung der extrazellulären Matrix einher (Newby AC und Zaltsman AB 
2000). Sie gilt als Hauptursache für Stenosen in arterialisierten Venen und als häufige 
Komplikation in Dialyseshunts, in für die HD verwendeten AV- Fistelvenen wurde eine NIH- 
bedingte Restenoserate von 42- 50 % beschrieben (Lemson MS et al. 2000). Neben einer 
Verdickung der Tunica Intima auf das bis zu 20- fache der ursprünglichen Dicke kommt es zu 
einem Schrumpfen der Tunica Media, die histologischen Veränderungen gehen mit einem 
Funktionsverlust beider Schichten einher.  
Zur Entstehung der NIH existieren mehrere Theorien, die sich mit dem Ursprung der 
wachsenden Zellpopulation in der intimalen Schicht beschäftigen. So ist nicht vollständig 
geklärt ob 1. Die Zellen der NIH aus der Intima selbst stammen und durch starke 
Zellproliferation ohne entsprechende Apoptose an Zahl zunehmen oder 2. Zellen aus anderen 
Gefäßschichten in die NIH migrieren (Kokubo T et al. 2009, Scott NA et al. 1996, Roy- 
Chaudhury P et al. 2009). Auch 3. aus dem Knochenmark abgeleitete Vorläuferzellen, welche 
das Potential besitzen, zu Gefäßendothelzellen zu differentieren, könnten sich an Stelle der 
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entstehenden NIH anreichern und zur Gefäßstenose führen (Caplice NM et al. 2007). 
Wahrscheinlich scheint auch eine Kombination mehrerer Faktoren als Auslöser extensiver 
NIH (Lemson MS et al. 2000).  
Um den Ursprung der Zellen in der NIH zu klären wurde in einigen AVF- Studien eine 
Zellphänotypisierung durchgeführt, welche auf ein früher beschriebenes Schema zurückgeht 
(Shi Y et al. 1996, Kalra M und Miller VM 2000, Owens GK 1995). Darin geschieht die 
Zellphänotypisierung nach Kombination der Intermediärfilamente Vimentin, Desmin und 
Smooth Muscle Actin (SMA) in der Zelle. Die Markerproteine kommen in Zellen vieler 
Organsysteme vor und gehören zum Zytoskelett, neben SMA tragen auch Vimentin (Eckes B 
et al. 1998) und Desmin (Boriek AM et al. 2001) zur Kontraktilität und Beweglichkeit glatter 
Muskelzellen bei. Eine Fehlorganisation könnte zu eingeschränkter Dilatation und Anpassung 
an mechanische Belastungen führen.  
Die Literatur ordnet Vimentin- expremierende Zellen dem Fibroblasten- Phänotyp sowie 
Vimentin und SMA- expremierende Zellen dem Myofibroblasten- Phänotyp zu (Roy- 
Chaudhury P et al. 2007). SMA- und Desmin- Expression kennzeichnet glatte Muskelzellen. 
Darüber hinaus ist auch die simultane Expression von Vimentin- und Desmin- in glatten 
Muskelzellen, welche aus Rattenaortas isoliert und in Kultur gehalten wurden, dokumentiert 
worden (Travo P et al. 1982). Roy- Chaudhury et al. charakterisierten in der NIH humaner 
AVF- Venen, welche nach einem Frühverschluss entnommen werden mussten, die Mehrzahl 
der Zellen als Myofibroblasten (SMA + und Vimentin +), auch einige glatte Muskelzellen 
(SMA + und Desmin +) konnten hier nachgewiesen werden (Roy- Chaudhury P et al. 2007). 
Auch nachfolgende humane und tierexperimentelle Studien zeigten die Myofibroblasten als 
vorherrschenden Zelltyp in der NIH (Wang Y et al. 2008, Roy- Chaudhury P et al. 2009, 
Langer S et al. 2010). Um die phänotypischen Veränderungen nach Arteralisation in 
Shuntvenen zu charakterisieren und (im Tierversuch) mögliche diätbedingte Unterschiede 
sowie Unterschiede zwischen AV- Vene und nicht operierter kontralateralen Vene zu zeigen 
wurden die Marker Vimentin, Desmin und SMA für die vorliegende Arbeit verwendet.  
 Makrophagen in der Gefäßwand  1.3.4.4
Inflammatorische Prozesse mit gefäßwandständigen Makrophagen spielen bei Ausbildung 
intimaler, atherosklerotischer Kalzifizierung eine entscheidende Rolle (Hansson GK 2005), 
dagegen ist mediale Kalzifizierung unabhängig von Lipidinfiltration und Inflammation, sie 
beginnt durch Kalziumablagerungen an den elastischen Lamellen (Mönckeberg JG 1903, 
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Shanahan CM et al. 1999). Es wird angenommen, dass beide Arten der Kalzifizierung in der 
Fistelvene stattfinden, so dass eine Überprüfung auf Makrophagen in der Gefäßwand 
interessant erscheint: In einem Mausmodell zur Untersuchung von Atherosklerose und NIH in 
venösen Grafts aus koronaren Bypässen zeigte sich eine Infiltration von MAC1- positiven 
Monozyten/ Makrophagen in Neointima (Zou Y et al. 1998), in humanen stenotischen 
Läsionen von AV- Venen (Hofstra L et al. 1996) sowie in Karotiden mit atherosclerotischer 
und medialer Kalzifizierung (Schurgers LJ et al. 2005) ist das Vorkommen von Makrophagen 
immunhistochemisch belegt. Die nach der Makrophagenaktivierung sezernierten Zytokine 
führen zu veränderter Genexpression und könnten das Fortschreiten der NIH z.B. durch 
erhöhte Apoptose beschleunigen (Mima A 2012). Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass 
Makrophagen durch Phagozytose zum Abbau von Kalziumphosphat im kalzifizierten Gefäß 
beitragen (Bas A et al. 2006, Nadra I et al. 2005) und somit auch protektiv gegen eine 
Gefäßkalzifizierung wirken können.  
In der vorliegenden Arbeit wurden venöses Human- und Tiergewebe auf Anwesenheit von 
Makrophagen durch immunhistochemischen Nachweis mit Hilfe von CD68- Antikörper 
kontrolliert. Ziel war es, eine mögliche Veränderung der Makrophageninfiltration und -
lokalisation in der Gefäßwand durch Vitamin K- Status, Urämie und Arterialisation zu 
überprüfen und sie in Zusammenhang mit der diätspezifischen Kalzifizierung zu betrachten.  
 Apoptose 1.3.4.5
Apoptose spielt in der physiologischen und pathologischen Kalzifizierung eine wichtige 
Rolle: Apoptotische Zellen geben Apoptosekörperchen ab, die Kalziumphosphat- Molekülen 
als Kristallisationspunkt dienen, wie es z.B. für die Niere nachgewiesen wurde (Evan AP et 
al. 2003). Dies wurde auch für apoptotischen Zellen der glatten Gefäßmuskulatur gezeigt 
(Proudfoot D et al. 2000), auch die Kolokalisation von Apoptose und Gefäßkalzifizierung 
(Shroff RC et al. 2008) und Orten mit hoher MGP- Konzentration (Proudfoot D et al. 2000) 
ist belegt. Zwei Forschergruppen postulierten, dass eine Expression von MGP glatte 
Gefäßmuskelzellen vor Apoptose schützen kann (Wajih N et al. 2004, Jia G et al. 2012). 
Langer et al. konnten eine erhöhte Apoptoserate in der NIH von AVF- Venen von CKD- 
Ratten messen (Langer S et al. 2010), Shroff et al. zeigten eine Korrelation zwischen erfolgter 
Dialyse mit Apoptose und Kalziumgehalt in humanen Dialysevenen, jedoch nicht in nativen 
Venen vor Shuntanlage (Shroff RC et al. 2008). Ein weiterer Hinweis auf die Verstärkung 
von Apoptose durch Mangel aktiven Vitamin Ks findet sich bei Son et al., hier konnte das 
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Vitamin K- abhängige Protein Gas6 in glatten Gefäßmuskelzellen als inhibierender Faktor für 
Apoptose und Kalzifizierung identifiziert werden (Son BK et al. 2006). Der 
tierexperimentelle Teil der vorliegenden Arbeit untersucht die Auswirkungen von 
urämischem Hintergrund und Warf + K1- oder Warf + K1 + K2- Supplementierung auf Raten 
von Proliferation und Apoptose in der arterialisierten und nativen Vene, auch in humanen 
Gefäßproben werden diese Parameter ausgewertet.  
 Ossifikation und vaskuläre Kalzifizierung 1.3.4.6
Mediale und intimale Kalzifizierung gehen mit einer phänotypischen Umwandlung glatter 
Gefäßmuskelzellen einher und zeigen eine erhöhte Expression osteogenetischer und 
chondrogenetischer Marker (Boström K et al. 1993, Shanahan CM et al. 1999, Speer MY et 
al. 2009). Damit bestehen Ähnlichkeiten zwischen der Mineralisation von Knochen und 
Gefäßen (Boström K et al. 1993), auch das eingelagerte Material (Kalziumphosphat) ist 
identisch. Während in gesunden Gefäßen die Kalzifizierung u.a. durch aktives MGP inhibiert 
wird, kann die inhibitorische Funktion bei CKD oder Vitamin K- Antagonisierung gestört 
sein: Shroff et al. zeigten eine signifikante Erhöhung RunX2- positiver Zellen in humanen 
Dialysevenen im Vergleich zu prä- Dialysevenen (Shroff RC et al. 2008). Auch eine 
Hochregulation der RunX2- Expression in alternden, kalzifizierenden glatten 
Gefäßmuskelzellen wurde nachgewiesen (Nakano- Kurimoto R et al. 2009).  
Ein vereinfachtes Schema der Ossifikation glatter Gefäßmuskelzellen ist in Abb. 6 gezeigt. 
Bei hinreichendem Vitamin K- Status in glatten Gefäßmuskelzellen liegt genug carboxyliertes 
MGP vor. cMGP inhibiert die Gefäßkalzifizierung durch Bildung eines Komplexes mit BMP-
2 und nachfolgende Inaktivierung des Wachstumsfaktors (Wallin R et al. 2000, Boström K et 
al. 2001, Zebboudj AF et al. 2003). Von BMP-2 wurde gezeigt, dass es die Differenzierung 
mesenchymaler Zellen in den Chondroblasten- (Schmitt B et al. 2003) oder Osteoblasten- 
(Palaniswamy C et al. 2011) Phänotyp vorantreibt.  
Bei ausreichendem vaskulärem Vitamin K- Status wirkt cMGP vasoprotektiv: BMP-2 bindet 
nun nicht an seinen Rezeptor und führt nicht zur Hochregulation osteogenetischer 
Transkriptionsfaktoren wie RunX2, Msx2 und Osterix. Dadurch kommt es nicht zu einer 
Induktion der Umwandlung der Gefäßmuskelzelle in den Osteoblasten- oder Chondroblasten- 
Phänotyp mit anschließender Ossifikation in Form von Kalziumphosphateinlagerungen. Bei 
Mangel von biologisch aktivem Vitamin K in der Gefäßwand wie z.B. bei chronischer 
Niereninsuffizienz (Holden RM et al. 2010) oder einer Warfaringabe kommt es zum Fehlen 
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von carboxyliertem MGP und damit zu einer Induktion und Verstärkung der Ossifikation 
glatter Gefäßmuskelzellen (Proudfoot D und Shanahan CM 2006).  
 
Abb. 6: Induktion der Ossifikation glatter Gefäßmuskelzellen. Modifiziert nach: Palaniswamy C et al. 2011 
1.4 Tiermodell  
Um unter kontrollierten, vergleichbaren Bedingungen die Pathophysiologie und molekularen 
Mechanismen des Fistelversagens zu untersuchen, sowie mögliche Therapieansätze 
aufzudecken, werden häufig experimentelle Modelle mit Versuchstieren eingesetzt. In der 
Literatur finden sich verschiedene tierexperimentelle Modelle, sie unterscheiden sich in 
Tierart (Maus/ Ratte/ Großtier) sowie Lokalisation und Anastomoseart der AV- Fistel und 
untersuchen so z.B. verschiedene hämodynamische Gegebenheiten. So beschreiben neuere 
Studien AVF- Modelle mit Mäusen z.B. End- zu Seit -Anastomosen zwischen der Vena 
jugularis externa und der Arteria communis (Wong CY et al. 2013), Rattenmodelle mit End- 
zu Seit- Anastomosen zwischen der rechten Vena renalis und der Aorta abdominalis 
(Manning E et al. 2012) oder Großtiermodelle mit Schafen und einer AV- Fistelanlage 
zwischen Vena femoralis superficialis und Arteria femoralis superficialis (Varcoe RL et al. 
2012).  
Bei dem in der vorliegenden Arbeit bearbeiteten Tiermodell handelt es sich um eine 
prospektive experimentelle Studie unter Anlage einer End- zu Seit- Anastomose zwischen 
Vena femoralis communis und Arteria femoralis communis. Die Verwendung der Ratte als 
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Versuchstier bringt gegenüber Großtiermodellen den Vorteil, dass eine Operation größerer 
Tierzahlen möglich und die Unterbringung problemlos zu bewerkstelligen und 
wirtschaftlicher ist. Auch der Maus kann die Ratte als Versuchstier vorgezogen werden, 
Arteria und Vena femoralis sind in Mäusen sehr fein und erreichen kaum eine für die 
Fistelanlage operierbare Größe. Kommerziell erwerbbare Antikörper sind für die Ratte im 
großen Spektrum vorhanden und ermöglichen eine Untersuchung einer Vielzahl von 
Parametern. Für die Verwendung der Femoralgefäße spricht neben guter und zügiger 
Erreichbarkeit unter einer nur dünnen Schicht Bindegewebes eine ausreichende Dicke beider 
Gefäße, welche eine verhältnismäßig einfache AVF- Anlage ermöglichen.  
Aus diesen Gründen wurde das beschriebene Modell in Ratten in Analogie zur Brescia- 
Cimino Fistel in der Arbeitsgruppe etabliert und weiterverfolgt. Studien mir diesem Modell 
zeigten eine gute hämodynamische und histologische Vergleichbarkeit mit der Brescia- 
Cimino Fistel (Langer S et al. 2009) und konnten nachweisen dass eine Adenin- induzierte 
Chronische Niereninsuffizienz in AVF- Venen mit gesteigerter NIH und Kalzifizierung 
einhergeht und somit zum schnelleren Fistelversagen in Patienten beitragen könnte (Langer S 
et al. 2010). Auch Kokubo et al. kamen zum gleichen Ergebnis, sie zeigten dass der 
urämische Hintergrund in einer bei Ratten angelegten Fistel zwischen Arteria communis und 
Vena jugularis zu einer stärkeren NIH in der AVF- Vene im Vergleich zu der AVF- Vene in 
gesunden Tieren führt (Kokubo T et al. 2009).  
Da insgesamt nur wenig Studien zum Fistelversagen in niereninsuffizienten Tieren zu 
Verfügung stehen und keine Untersuchungen zur Auswirkung von Warfarin und einer 
Warfarin- Antagonisierung durch einen Vitamin K2- Zusatz in AVF- Venen existieren 
beschäftigt sich die vorliegende Studie mit der Kombination eines nierengesunden oder 
urämischen Hintergrundes mit diesen Behandlungskombinationen. Die Tiere wurden in sechs 
Gruppen aufgeteilt und zu drei verschiedenen Zeitpunkten geopfert, eine detaillierte 
Beschreibung des Gruppendesigns findet sich in Kapitel 3.2.1.2. Zur Verifizierung einer 
fortbestehenden Niereninsuffizienz wurden Blutkontrollen durchgeführt. Die 
Blutdruckmessung in Tieren aus Gruppe 2 (Warf + K1) vor Diätbeginn und zu drei weiteren 
Zeitpunkten gab Auskunft über mögliche Blutdruckveränderungen durch eine 
Warfarinbehandlung. 
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1.4.1 Chronische Niereninsuffizienz in einem AVF- Rattenmodell 
Die 1986 beschriebene adeninreiche Diät stellt eine tierexperimentell etablierte Methode zur 
Induktion einer chronischen Niereninsuffizienz dar (Yokozawa T et al. 1986). Das in der 
Studie verwendete Experimentalfutter (0,75 % Adenin, 1,5 mg/ kg Vitamin K1, frei von 
Vitamin K2 und K3) induziert Veränderungen des Nierenmetabolismus, welche in einer 
Akkumulation harnpflichtiger Substanzen im Blut münden und denjenigen dialysepflichtiger 
Patienten entsprechen. Auch gestörte Konzentrationen von Elektrolyten sowie eine reduzierte 
Konzentration essentieller und nicht essentieller Aminosäuren im Blut entsprechen den 
Beobachtungen im niereninsuffizienten Patienten. Der zu Grunde liegende Mechanismus 
beruht auf einer Ablagerung von 2,8- Dihydroxyadenin in distalen und proximalen renalen 
Tubuli mit nachfolgender interstitieller Fibrose (Yokozawa T et al. 1986). Eine Veränderung 
der Nierenmorphologie kann, wie ebenfalls von Yokozawa et al. beschrieben, in Form 
kristalliner Ablagerungen von Glykogen innerhalb der Glomeruli und Dihydroxyadenin in 
den Tubuli beobachtet werden. Versuchstiere der Gruppen 3 bis 6 erhalten drei Wochen 
präoperativ eine adeninreiche Diät, das eingesetzte Futter wurde in der Arbeitsgruppe bereits 
zur Untersuchung der Auswirkung urämischen Hintergrundes für Fistelreifung und- 
Schädigung verwendet (Langer S et al. 2010).  
1.4.2 Warf + K1 oder Warf + K1 + K2 in einem AVF- Rattenmodell 
McCabe et al. zeigten in einer kürzlich veröffentlichten Studie, dass die Verabreichung einer 
therapeutischen Warfarindosis in einem CKD- Rattenmodell zu gesteigerter Kalzifizierung in 
verschiedenen Arterien führt (McCabe KM et al. 2013). Gruppen mit gesunden oder 
urämischen Tieren bei gleichzeitiger Warfarin- plus Vitamin K- Gabe waren in dieser Studie 
nicht enthalten.  
In unserem Studiendesign wurde folgendes Fütterungsprotokoll verwendet (siehe auch 
Material und Methoden, Kapitel 3.2.1.2):  
Warfarin mit K1: 3000 mg/ kg Warfarin- Na- Salz + 1500 mg/ kg Vitamin K1, frei von K2 und 
K3 
Warfarin mit K2: 3000mg/ kg Warfarin- Na- Salz + 1500 mg/ kg Vitamin K1 + 100 mg/ kg 
Vitamin K2.  
Im tierexperimentellen Teil der vorliegenden Arbeit induziert Warfarin einen vaskulären 
Mangel aktiven Vitamin Ks. Der Zusatz von Vitamin K1 minimiert den hepatischen Mangel 
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aktiven Vitamin Ks durch Warfaringabe und ist notwendig, um Blutungsereignisse der 
Versuchstiere zu reduzieren. Ohne diesen Zusatz wäre mit einer erhöhten Mortalität auf 
Grund der übertherapeutischen Warfarindosen zu rechnen (Price PA et al. 1998).  
In nierengesunden Tieren nimmt K1 bei gleichzeitiger Warfaringabe keinen Einfluss auf die 
extrahepatische Carboxylierung Vitamin K- abhängiger Proteine (Price PA et al. 1998, 
Spronk HM et al. 2003, Schurgers et al. 2007a). Auswirkung auf die Koagulation sind bei 
gleichzeitiger Warfarin- und K1- Gabe nicht zu erwarten, der Zusatz von weiterem Vitamin K2 
führt zu verstärkter extrahepatischer Carboxylierung. In der Literatur sind keine Studien zur 
parallelen Verwendung von Warf + K1 oder Warf + K1 + K2 in niereninsuffizienten Tieren zu 
finden.  
Die von uns eingesetzten Konzentrationen von Warfarin, Vitamin K1 und Vitamin K2 
entsprechen denjenigen, die von Price et al. und Schurgers et al. verwendet wurden (Price PA 
et al. 1998, Schurgers LJ et al. 2007a). Schurgers et al. zeigten in dieser Studie, dass die Gabe 
von Warfarin + Vitamin K1 nach sechs Wochen zur Induktion medialer Kalzifizierung in 
Arterien von nierengesunden Ratten führt, eine nachfolgende Gabe von K1 oder K2 für 
weitere sechs Wochen war in der Lage, die induzierte Kalzifizierung zu reduzieren. Eine 
gleichzeitige Fütterung von Warfarin mit Vitamin K2 fand hier nicht statt (Schurgers LJ et al. 
2007a). 
Die meisten Studien, welche urämiebedingte Veränderungen im Herz- Kreislauf- System 
untersuchen, setzen sich mit der Aorta oder dem Herzen auseinander. AVF- Studien mit 
urämischen Tieren sind selten, die Auswirkungen von urämischem Hintergrund, Vitamin K 
Mangel und dessen Antagonisierung auf die Funktionalität von AV- Fisteln sind noch 
ungeklärt. Die vorliegende Arbeit analysiert zum ersten Mal das Zusammenwirken von 
Warfarin und beiden Formen von Vitamin K auf die arterialisierte Vene bei gesundem und 
urämischem Hintergrund.  
1.5 Humane Proben 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit behandelt eine prospektive beobachtende Studie mit 
humanem venösem Gewebe. Das Studiendesign umfasst vier Gruppen und vergleicht native 
Venen nierengesunder und dialysepflichtiger Patienten mit nicht funktionierendem venösem 
Fistelmaterial, das bei einer Revision oder Fistelverlagerung entfernt wurde. Die humane 
Studie dient dem Vergleich der aus dem Tierversuch gewonnenen Erkenntnisse mit realer 
Situation beim Patienten mit Komorbiditäten wie Diabetes mellitus, Hypertonie und multiplen 
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Medikationen. Auch Patienten mit Vitamin K- Antagonisation sind in der Studie vertreten. 
Eine randomisierte Verteilung der Patienten nach Alter, Geschlecht und Komorbiditäten ist 
für eine exakte Gruppeneinteilung ideal, konnte jedoch auf Grund geringen Probenumfangs, 
insbesondere für die Gruppen nativer Venen, nicht sichergestellt werden.  
Studien humanen Fistelmaterials sind seltener und beschäftigen sich meist mit nur einem 
Teilbereich morphologischer und zellulärer Veränderungen: Roy- Chaudhury et al. 
untersuchten Zellphänotypen in stenosierten humanen Dialysevenen (Roy- Chaudhury P et al. 
2009), Lee et al. charakterisierten Zellphänotypen in nativen Venen von Dialysepatienten 
(Lee T et al. 2011). Wali et al. zeigten vorexistierende NIH, Kalzifizierung und gesteigerte 
Infiltration inflammatorischer Zellen in nativen Venen von Dialysepatienten vor AVF- 
Anlage im Vergleich zu Venen nierengesunder Patienten (Wali MA et al. 2003, Wali MA et 
al. 2006). Auch Roy- Chaudhury et al. konnten extensive NIH in Dialysevenen nach frühem 
Fistelversagen nachweisen (Roy- Chaudhury P et al. 2007a).  
Die Auswertung des humanen Probenmaterials wurde äquivalent zu den im Tierversuch 
gewonnenen Proben nach histologischen und immunhistochemischen Parametern 
durchgeführt.  
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2 Fragestellungen 
Ziel der tierexperimentellen Studie ist das Verständnis der Auswirkung des von urämischem 
Hintergrund und durch Warfaringabe induzierten Mangels aktiven Vitamin Ks in der 
Gefäßwand und die antagonisierende Wirkung von zusätzlichem Vitamin K2. Daraus leiten 
sich folgende Fragestellungen ab:  
1. Beeinflusst der Vitamin K- Status die NIH oder Kalzifizierung in arterialisierten oder 
nativen Venen? Ist der Zusatz von Vitamin K2 zu Warf + K1 haltigem Futter in gesunden oder 
niereninsuffizienten Ratten in der Lage, die NIH und/ oder die Kalzifizierung in Fistelvenen 
zu reduzieren? Sind auch Effekte in der nicht operierten Vena femoralis sichtbar?  
2. Beeinflusst der Vitamin K- Status die Zellpopulation der NIH oder venösen Media? 
3. Nimmt der der Vitamin K- Status Einfluss auf die Apoptoserate in Intima und Media der 
Fistelvene oder der nativen Vene?  
4. Induziert ein veränderter Vitamin K- Status eine Veränderung in Carboxylierung oder 
Phosphorylierung des in der Vene lokalisierten MGPs?  
5. Hat die Zugabe von Vitamin K1 zu warfarinhaltigem Futter unterschiedliche Auswirkungen 
bei nierengesundem und niereninsuffizienten Hintergrund? 
Humane Studien dienen weiterer vergleichender Identifikation des Fistelversagens, dessen 
molekularer Ursachen und ihrer Erklärung:  
1. Sind molekulare Unterschiede, die für die Tierversuche beschrieben wurden, auch in 
humanen Shuntvenen sichtbar? 
2. Gibt es neben den morphologischen auch molekulare Unterschiede zwischen AV- Venen 
und nativen Gefäßen? (z.B. Veränderungen im Zellphänotyp der Intima, Veränderung in der 
Carboxylierung und Phosphorylierung von MGP) 
3. Existieren Unterschiede zwischen nativen Venen von nierengesunden und 
dialysepflichtigen Patienten?  
4. Gibt es molekulare Unterschiede zwischen kalzifiziert- hyperplasierten und nur 
hyperplasierten AVF- Venen und lässt sich dadurch evtl. eine Verschlechterung des 
Zustandes erklären?  
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Versuchstiere 
Verwendet wurden 12 Wochen alte Albino- Ratten der Rasse Sprague- Dawley, kommerziell 
bezogen von Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland. Die weiblichen Tiere hatten 
zu Versuchsbeginn ein Gewicht von 250- 300g. 
3.1.2 Futter 
Adenin: S0382- E063 EF; 10 % Rohprotein + 0,75 % Adenin + 1,5 mg/ kg K1; frei von K2 
und K3; R 10 mm; Ssniff Spezialdiäten Soest 
Warfarin mit K1: S0382- E075 EFR; + 3000 mg/ kg Warfarin- Na- Salz + 1500 mg/ kg K1, 
frei von K2 und K3; 10 % Rohprotein ; R 10 mm; Ssniff Spezialdiäten Soest 
Warfarin mit K1 und K2: Ssniff EF R, 10 mm, + 3000mg/ kg Warfarin- Na- Salz + 1500 mg/ 
kg Vitamin K1 + 100 mg/ kg Vitamin K2 , Experimentaldiät ohne K3; Ssniff Spezialdiäten 
Soest 
Zuchtfutter: V1534- 300 R 11-H, 10 mm; autoklavierbar; 05- 2012; Ssniff Spezialitäten Soest 
3.1.3 Chemikalien 
Chemikalien Hersteller Artikelnummer 
Allprotect Reagent Quiagen, Hilden Mat Nr. 1046521 
Antibody diluent DAKO Wiesentheid S0809 
Antifect Flächendesinfektionsmittel 
N liquid 
Schülke & Mayr, Norderstedt 113940 
Avidin / Biotin Blocking Kit Vector, Burlingame, CA 94010, US SP- 2001 
Bepanthen Augensalbe Bayer, Leverkusen 1578675 
Buprenorphin (Analgetikum) 
(Temgesic) 
Essex pharma, München  
Dako- Pen DAKO Wiesentheid S2002 
Essigsäure 100 % AppliChem, Darmstadt A 0661.1000 
Ethanol absolut Fischar, Saarbrücken 27685 
Ethanol 70 % Fischar, Saarbrücken 27698 
Eosin G; 0,5 %ige Lösung in Wasser Merck, Darmstadt 109844 
Formaldehydlösung 3,5- 3,7 % Fischar, Saarbrücken 27244 
Formaldehydlösung 37 % Fischar, Saarbrücken 27253 
Haarentfernungscreme Veet, Beckitt Beckiser, Mannheim       7768307 
 
Incidin perfect, Desinfektionslösung Ecolab, Monheim 3012520 
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für S1- Labore absolut 
Isofluran, Forene 100 % V/V Abbott, Wiesbaden B 506 
Isofluran- Filtervorrichtung, 
Fluosorber 
Harvard Apparatus, March- Hugstetten 340415 
Isopropanol, Propan- 2- ol VWR, Fontenay- Sain- Bois, France 20.842.330 
LSAB + System + HRP DAKO Wiesentheid K 0690 
Mayers Hämalaunlösung Merck, Darmstadt 109249.2500 
Methanol VWR, Fontenay-Sain- Bois, France 20847.295 
Natriumcarbonat, Pulver AppliChem, Darmstadt A 1881.0500 
Natriumchloridlösung, physiologisch B. Braun, Melsungen 8609255 
Natriumthiosulfat- Pentahydrat, 
Pulver 
Roth, Karlsruhe Art. P034.1 
Natriumhydroxid  Fischar, Saarbrücken Art.-Nr.: 11565 
NovaRED Vector, Burlingame, CA 94010, US SK- 4800 
Paraffin zur Einbettung, 
Gewebeeinbettmittel 
Vogel, Giessen 
Best. Nr. 
Vo-5-1001 
Pikro- Fuchsin van Giesson Waldeck, Münster 2,00E-50 
Resorcin- Fuchsin nach Weigert Waldeck, Münster 2,00E-30 
Safraninlösung 1 % Roth, Karlsruhe Art. Nr. CN 01.1 
Salzsäure 37 %ig AppliChem, Darmstadt A 0659.1000 PE 
Salzsäure 0,1 M AppliChem, Darmstadt A 1305.1000 
Silbernitrat Pulver AppliChem, Darmstadt A 0538.0025 
Sterillum Hautdesinfektionsmittel BODE Chemie, Hamburg REF 975512 
TBST- Tris buffered saline with 
tween 20 
DAKO Wiesentheid S 3306 
TUNEL- Kit, in situ cell death 
detection kit, POD 
Roche, Mannheim 
POD 11 684 
817910 
Vitroclud Eindeckmedium Langenbrinck, Emmendingen 40001 
Wasserstoffperoxid 30 %ig Merck, Darmstadt 1.07209.0250 
Weigerts Hämatoxylin- kit Merck, Darmstadt 115.973 
Xylol Fischar, Saarbrücken 9208831 
Zitronensäure Pulver AppliChem, Darmstadt A2344.0500 
3.1.4 Antikörper 
CD68 (Ratte): Monoclonal Mouse- Anti- Rat CD68, Clone ED1, 1.0 mg/ ml, AM 03211PU-
N, Acris Antibodies, Herford 
CD68 (human): Monoclonal Mouse Anti- Human CD68, Clone KP1, M 0814; Dako 
Wiesentheid 
Desmin: Monoclonal Mouse- Anti- Human Desmin; Clone D 33; 235 mg/ ml; 2012-04; Dako 
Wiesentheid 
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cMGP: Ma35-54 GLA- MGP; EGT 152 CJ; G8 A Nr. 1; 0,5 mg/ ml; 7/4/05; IDS, Bolden, 
UK 
ucMGP: Ma-GLU-MGP B D4.4 LOT 2; 0,83 mg/ ml in PBS; dd 310806; IDS, Bolden, UK 
pMGP: Ma3-15 FOS; 19 E Nr.2; 0,72 mg/ ml; dd 270406; IDS, Bolden, UK  
npMGP: MaSER- MGP; ACC 2638; 1 mg/ ml in PBS; 19/ 03/2008; IDS, Bolden, UK 
PCNA: Monoclonal Mouse Anti- Proliferating Cell Nuclear Antigen Clone PC 10; 525 mg/ l; 
2012- 02; Dako Wiesentheid 
RunX2: pAb anti- RunX2- polyclonal Antibody NBP 1-01004; 0,1mg Immunogen affinity 
purified rabbit sera; 1mg/ ml, Novus biologicals, Cambridge, UK 
SMA: Monoclonal Mouse Anti- Human Smooth Muscle Actin, Clone 1A4 70 mg/ ml; 2011-
11; Dako Wiesentheid 
Vimentin: Monoclonal Mouse- Anti- Vimentin; Clone V9; 205 mg/ l 2012-03; Dako 
Wiesentheid  
3.1.5 Gebrauchslösungen 
1 % ige AgNO3- Lösung: 0,84 g AgNO3- Pulver mit A.D. auf 500 ml auffüllen 
Avidin- Gebrauchslösung: 5 ml A.D. + 1 Tropfen Avidin 
Biotin- Gebrauchslösung: 5 ml A.D. + 1 Tropfen Avidin 
Citratpuffer pH 6: 2 g Zitronensäure- Pulver auf 1l mit A.D. Auffüllen und mit NaOH auf pH 
6 einstellen 
Eosin- Färbelösung: 0,5 % ige Eosinlösung in Wasser mit Zugabe von 3 Tropfen Essigsäure 
je 100 ml 
0,5 % iges HCL- Ethanol: 5 ml 37 % ige Salzsäure + 300 ml A.D. + 700 ml Ethanol absolut 
NaCO3- Lösung: 6,62 g NaCO3 mit A.D. auf 500 ml auffüllen 
5 %- ige Natriumthiosulfat- Lösung: 6,4 g Natriumthiosulfat- Pentahydrat mit A.D. auf 500 
ml auffüllen 
NovaRED- Gebrauchslösung: 5 ml A.D. + 3 Tropfen Reagenz 1 + 2 Tropfen Reagenz 2 + 2 
Tropfen Reagenz 3 + 2 Tropfen Reagenz 4 
Peroxidase- Gebrauchslösung: 3 ml Methanol + 90 µl H202 (25 %ig ) 
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Sodaformol: 40 ml NaCO3 - Lsg. (12,5 %ig) + 25 ml 37 %iges Formalin + 25 ml A.D. 
TBST- Gebrauchslösung: 100 ml TBST- Konzentrat + 900 ml A.D. 
Weigerts Eisenhämatoxylin Färbelösung: Weigert A und Weigert B 1:1 gemischt  
3.1.6 Labor- und OP- Materialien 
Materialien Hersteller Artikelnummer 
Biopsie- Einbettpads Simport, Beloeil, Kanada M476-1 
Blutabnahmeröhrchen Citrat 1 ml Sarstedt, Nümbrecht 41.1506 
Blutabnahmeröhrchen EDTA 1,3 ml Sarstedt, Nümbrecht 41.1504.005 
Blutabnahmeröhrchen Serum 1,1 ml 
Z- Gel 
Sarstedt, Nümbrecht 41.1500.005 
Deckgläser 24x36 mm Engelbrecht, Edermünde K 12436 
Einbettkasseten Rothilabo POM, gelb Roth, Karlsruhe K 115.1 
Einmalpipetten/ Transferpipetten Sarstedt, Nümbrecht REF 86.1171 
Eppendorf- Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg 30120086 
Eppendorf- Tubes 2 ml Eppendorf, Hamburg 30120094 
Faden für AVF- Anlage, 10-0 ETHICON, Johnson &Johnson 
medical, Norderstedt 
2184 G 
Faden für Gefäßligatur, 8-0 ETHICON, Johnson &Johnson 
medical, Norderstedt 
BV 130-5 
Faden für Hautnaht, 3-0 ETHICON, Johnson &Johnson 
medical, Norderstedt 
VCP 452 
Handschuhe Sempercare Sempermed, Semperit, Wien, 
Austria 
45040 
Kanülen für Urinabnahme BD Microlance 27 G; 
Heidelberg 
REF 302200 
Katheter Safety Multifly Set 0,6x19 
mm 
Sarstedt, Nümbrecht 85.1640.235 
Leukosilk Durapore- Band 3M, Neuss 1538-1 
Mikrotomklingen A35 Feather Osaka, Japan REF 
02.075.00.011 
Mullbinden 5x 5 cm Fuhrmann, Much REF 31104 
Objektträger beschichtet, Superfrost 
plus 
Thermo Scientific, 
Langendselbold 
J1800AMNZ 
Petrischalen, Kunststoff Sarstedt, Nümbrecht 703228 
Pipette 10 µl Eppendorf, Hamburg 4910 000 018 
Pipette 200 µl Eppendorf, Hamburg 4910 000 093 
Pipette 1000 µl Eppendorf, Hamburg 4910 000 069 
Pipettenspitzen 10 µl Eppendorf, Hamburg 0030 000 811 
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Pipettenspitzen 200 µl Eppendorf, Hamburg 0030 000 870 
Pipettenspitzen 1000 µl Eppendorf, Hamburg 0030 000 919 
Spritzen für Blutabnahme 5 ml Terumo, Eschborn SS+T05ES1 
3.1.7 Geräte 
Laborgeräte Hersteller, Modell 
Analysewaage KERN, ALJ N/ALS N, Balingen 
Blutdruckmessgerät CODA standard, KENT Scientific Corporation, 
Torrington, USA 
Brutschrank 37C° Memmert Typ UNB 200, Schwabach 
Einbettstation mit Kühlplatte Leica EG 1160, Wetzlar 
Entwässerungsautomat  SLEE mtu, Mainz 
Gefrierschrank -20C° Bosch GSN34A32, München 
Gefrierschrank -80C° SANYO MDF U53V, München 
Isofluran- Verdampfer Eickelmeyer Iso-Flo, Tuttlingen 
Kamera für OP- Mikroskop JVC TK-C 1381 digital, Friedberg 
Kreisschüttler IKA, MS3 basic, Staufen 
Kühlplatte  Leica EG 1150C, Wetzlar 
Kühlschrank Premium Bosch KSR 38N30, München, 
Magnetrührer IKA, RH basic 2, Staufen 
Mikroskop Nikon Eclipse 80, Düsseldorf 
Mikrotom Leica SM 2000 R, Wetzlar 
Mikrowelle  Fairline 2717 
Ohrlochzange für Kleintiere  Harvard Apparatus, Holliston, United States  
PY2 34-0194 
OP- Mikroskop Wild Heerbrugg M 650, heute Leica Wetzlar 
PH-Meter Mettler Toledo FE 20/EL 20, Giessen 
Portionierungswaage Ohaus FD, Nänikoh, Switzerland, 
Rotlichtlampe  Petra Typ IR 11.00, Burgau 
Sterilisationsgerät FST Typ steri 250, Neuenhagen 
Strahlungsthermometer PCE-888, PCE Deutschland, Menschede 
Tischkühlzentrifuge Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R, Tuttlingen 
Ultraschall- Reinigungsgerät  Inotec Modell GT 7810A, Aldi Süd, Duisburg 
Wärmeplatte für OPs Fine Science Tools TR-200, Heidelberg 
Wasserbad Medax, Art. Nr. 25900, Neumünster 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Tiermodell  
Die für diese Arbeit verwendeten Tierversuche und Verfahren wurden unter dem TV-Antrag 
mit Aktenzeichen 50.203.2-AC26, 54/06 vom Landesamt für Natur, Umwelt 
Verbraucherschutz Nordrhein- Westfalen genehmigt. Alle Tierversuche fanden in den 
Räumlichkeiten des Instituts sowie Zentrallaboratoriums für Versuchstierkunde des 
Universitätsklinikums Aachen statt.  
 Versuchstiere und- haltung 3.2.1.1
Als Versuchstiere verwendeten wir kommerziell erhältliche weibliche Ratten der Rasse 
Sprague- Dawley. Zu Beginn des Versuches hatten sie ein Alter von 12 Wochen und ein 
Gewicht von 250- 300g. Die Haltung für die Dauer der Versuche wurde unter standardisierten 
Bedingungen durch das Institut für Versuchstierkunde, Uniklinikum Aachen, Deutschland, 
ermöglicht. Die Tierhaltungsräume hatten eine permanente, kontrollierte Luftfeuchtigkeit von 
durchschnittlich 60 % sowie eine Lufttemperatur von 21 °C. Die Räume hatten einen 
konstanten 12- stündigen Wechsel der hell- dunkel- Phase, bei Entnahme der Tiere bei OP 
und Opferung war auf die unbedingte Einhaltung dieses Rhythmus zu achten. Die Haltung 
fand nach gesetzlichen Vorgaben in Filtertop- Polycarbonat- Käfigen Typ 4 bzw. Typ 3H auf 
Weichholzgranulat (Linocel ® S8-15 Einstreu, Rettenmaier & Söhne GmbH& Co. KG, 
Rosenberg, Deutschland) statt. In einem Käfig fanden bis zu fünf Tiere Platz. Die Fütterung 
der Tiere geschah, falls nicht anders beschrieben, mit standardisiertem Futter von Ssniff® 
(R/M-H Futtermittel für die Haltung von Ratten, gemäß Chow- diet, Ssniff Spezialdiäten 
GmbH, Soest, Deutschland). Haltungsfutter und Wasser wurden ad libid. gewährt und täglich 
gewechselt. Die Reinigung der Haltungskäfige wurde zwei Mal wöchentlich durch die 
Tierpfleger der Versuchstierkunde übernommen. 
 Studienmodell  3.2.1.2
Tab. 2 zeigt den Studienaufbau und die Gruppeneinteilung. Diese erfolgte aus verschiedenen 
Kombinationen von Diäten vor und nach der Operation. Diätfutter wurde ebenfalls ad libid. 
verabreicht und drei Mal wöchentlich gewechselt, das spezielle Diätfutter wurde bei 4 °C 
aufbewahrt. Gruppen 1 bis 3 erhielten vor der OP eine normale Diät und blieben 
nierengesund. Gruppen 4 bis 6 erhielten vor der Fistelanlage drei Wochen lang mit Adenin 
angereichertes Futter zur Induktion von CKD, mit einer wöchentlichen Blutabnahme wurden 
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in allen Gruppen die auf urämische Anzeichen deutenden Blutparameter verfolgt (Kreatinin, 
Kalzium, Phosphat, Gesamtprotein). Die Opferungen wurden je Gruppe drei, sechs, und 
zwölf Wochen nach der OP durchgeführt, wobei pro Gruppe und Opferungszeitpunkt 
mindestens sechs Tiere veranschlagt wurden. Gruppen 1 und 4 wurden zwischen Fistelanlage 
und Opferung mit einer normalen Diät weitergefüttert, Gruppen 2 und 5 erhielten Warf und 
K1- haltiges Futter. Gruppen 3 und 6 wurden mit einem Warfarin + K1 + K2 versetztem Futter 
versorgt. Um einen bis zur Opferung fortbestehenden urämischen Hintergrund in den 
Gruppen 4 bis 6 sicherzustellen wurden die Blut- Biochemie kontrolliert. Dazu wurden in 
regelmäßigen Abständen ca. 5 Tiere aus diesen Gruppen für eine kurze Blutentnahme 
narkotisiert. Sobald festzustellen war, dass sich der Kreatininwert einer Adeningruppe einem 
normalen Niveau näherte (tiefer als 50- 60µmol/ l) wurde die gesamte Gruppe für drei Tage 
mit adeninreicher Kost nachgefüttert, bevor die eigentlichen post- OP- Diät fortgeführt 
wurde. Dies geschah im Laufe der Versuche einige Male.  
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  Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 
Wochen vor  3             
der OP 2             
 1   BD        
  OP OP OP OP OP OP 
 1             
 2             
 3 Opferung Opferung, BD Opferung Opferung Opferung Opferung 
Wochen nach 4             
der OP 5             
 6 Opferung Opferung, BD Opferung Opferung Opferung Opferung 
 7             
 8             
 9             
 10             
 11             
 12 Opferung Opferung, BD Opferung Opferung Opferung Opferung 
        
        
    normale Diät     
    Warfarin     
    Warfarin plus Vitamin K2    
    Adenin     
  BD Blutdruckmessung    
Tab. 2: Studiendesign und Gruppenaufteilung des Tiermodells. Die Versuchstiere wurden je nach Futter auf 
sechs Gruppen aufgeteilt und zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten geopfert. Eine Blutdruckmessung fand in 
Gruppe 2 statt. 
 Blutdruckmessungen  3.2.1.3
Die Blutdruckmessungen fanden nicht- invasiv mit Hilfe einer Schwanz- Manschette und der 
dazugehörigen Messapparatur statt. Das hier verwendete Verfahren der volumetrischen 
Messung erlaubt kostengünstige und beliebig häufige Messungen systolischer und 
diastolischer Drücke.  
Für Blutdruckmessungen wurden die Tiere einzeln in extra für ihre Größe hergestellte 
Behälter gegeben, in den sie, bis auf den Schwanz, komplett fixiert wurden. Die Behälter 
wurden auf eine spezielle Wärmeplatte gelegt, eine zusätzlich angebrachte Lampe stellte eine 
konstante Körpertemperatur, welche für aussagekräftige Messungen notwendig war, sicher. 
Für die Messung musste eine Schwanztemperatur von 39 °C gehalten werden, diese wurde 
mit Hilfe eines Strahlungsthermometers überprüft. Ein Sicht- und Hörschutz stellte ein 
möglichst geringen Stressfaktor sicher, so dass sich die Tiere sich nach kurzer Zeit beruhigten 
und die Messung reproduzierbare Ergebnisse lieferte.  
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 Anästhesie und perioperative Therapie  3.2.1.4
Die Induktion der Narkose erfolgte mit einer Überführung des Versuchstieres in einen 
Narkosebehälter, der mit 5 %igem Isofluran- Sauerstoff- Gemisch perfundiert wurde. Nach 
Eintreten der ersten Zeichen von Benommenheit und Aussetzen der Reflexantwort auf einen 
auf einen Zeh ausgeübten Schmerz entnahm man das Tier aus dem Behälter und legte es in 
Rückenlage auf eine vorbeheizte Wärmeplatte, es wurde nun nasal mit einem Isofluran- 
Sauerstoff- Gemisch versorgt. Nun reduzierte man die Isofluran- Konzentration auf 1,5 %, 
diese wurde während der OP konstant gehalten. Die OP erfolgte unter dem 
Operationsmikroskop bei 16 bis 25- facher Vergrößerung. Unmittelbar nach Wiederverschluss 
der Haut wurden die Tiere in einen frischen Käfig unter Rotlicht gelegt damit sie nicht 
auskühlten. Eine postoperative Analgesie fand alle acht bis zwölf Stunden durch die sc. 
Applikation von Buprenorphin in der Konzentration 0,03- 0,05 mg/ kg statt.  
 Blutentnahmen  3.2.1.5
Jede Blutentnahme erfolgte unter Narkose und dauerte ca. 10 Minuten pro Tier, so dass das 
Tier keinem unangemessenen Schmerz und Stress ausgesetzt wurde. Eine Vasodilatation 
wurde durch Hineinhalten des Schwanzes in ca. 50° warmes Wasser erreicht, die 
Blutabnahme erfolgte aus der ventralen Schwanzvene in der Nähe des Tierafters mit Hilfe 
eines Safety- Multifly- Katheters. Zur Blutaufnahme wurden 2,2 ml Serum-, Citrat und 
EDTA- Röhrchen verwendet. Für die folgende Aufbereitung des Blutes wurden die Röhrchen 
bei 10 000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert, der Überstand in ein neues Röhrchen gegeben 
und der Bodensatz verworfen. Die Lagerung der Proben fand bei -80 °C statt. 
Die Analyse der Proben wurde zunächst auf die Parameter Kreatinin, Kalzium, Phosphat und 
Gesamtprotein festgelegt und durch Personal des Zentrallaboratoriums für Versuchstiere 
durchgeführt. 
 Anlage einer arteriovenösen Fistel zwischen A. und V. femoralis 3.2.1.6
Bei allen Tieren erfolgte eine Anlage einer arteriovenösen Fistel, die einen analogen 
Blutfluss und Flusseigenschaften zeigen soll, wie sie in einer Brescia- Cimino- Fistel 
auftreten. Die Femoralgefäße der Ratten scheinen für eine Fistelanlage geeignet, weil sie 
über eine gut erreichbare anatomische Lage verfügen und einen parallelen Verlauf aufweisen. 
Auch sind die Gefäßdurchmesser ausreichend groß für die Anlage einer beständigen Fistel. 
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Vor Beginn der Operation wurde das verwendete chirurgische und mikrochirurgische 
Besteck bei 250 °C dampfsterilisiert. 
Die Hautinzision erfolgte nach Enthaarung und Hautdesinfektion in der rechten Leiste in 
Form eines 3 cm langen, diagonalen Einschnittes. Evtl. auftretende Hautblutungen wurden 
mit einem Koagulator gestillt, die Wunde während des Operationsverlaufes mit einem 
Wundspreizer geöffnet gehalten. Die darauffolgende mikrochirurgische Operation erfolgte 
unter 16 bis 25- facher Vergrößerung, eine Entfernung evtl. hinderlichen subkutanen 
Fettgewebes sowie die Präparation und Mobilisation der Arteria femoralis und Vena 
femoralis wurden zuerst durchgeführt. Meist feine, venöse Seitenäste wurden legiert um 
intraoperative Blutungen zu vermeiden, danach wurde eine Ligatur des distalen 
Venenabschnittes mit Seidenfaden vorgenommen. Der proximale Verlauf der Vena femoralis 
wurde in ca. 2 cm Entfernung mit einer atraumatischen Gefäßklemme (Yasargilclip) 
verschlossen. Anschließend erfolgte im nun mittleren Abschnitt eine Venotomie in 
Längstrichtung, wobei der Einschnitt ca. 1½ mal so lang wie der Venendurchmesser 
anzulegen war. Eine nachfolgende Abklemmung der proximalen und distalen Arteria 
femoralis mit korrespondierender Längstarteriotomie wurde vorgenommen. Die nun folgende 
Anlage einer End- zu- Seit- Anastomose wurde mit einer fortlaufenden Naht mit 
monofilamentärem Nahtmaterial vernäht.  
Nach Fertigstellung der Anastomose entfernte man die atraumatischen Gefäßklemmen, eine 
sofortige Dilatation der arteriovenösen Fistel war die Folge. Eine anschließend angelegte 
kurzzeitige Kompression mit einer anatomischen Pinzette führte zu weiterer Dilatation der 
Fistel, welche als hinreichender Beweis für die Dichte der Gefäßnaht und Stabilität der Fistel 
angesehen werden konnte. Sich nun eventuell darstellende Blutungen wurden mit 
Einzelknopfnähten verschlossen Die Fertigstellung der Operation erfolgte nach Verschluss 
der Haut mit einer fortlaufenden Hautnaht, danach konnte die Isofluran- Zufuhr abgestellt 
und die Reinigung der Hautwunde mit sterilem NaCl vorgenommen werden. Nun konnte das 
Tier in den Käfig überführt werden.  
 Opferungen 3.2.1.7
Zur Vorbereitung auf die Organentnahme wurden die Tiere, wie bereits für die Anlage der 
Fistel beschrieben, auf die Wärmeplatte gelegt, narkotisiert und im Bereich vom Brustkorb bis 
zu den Leisten enthaart. Es erfolgte eine Hautinzision in der rechten Leiste im Bereich der 
OP- Narbe, eine Freipräparation der Fistel und das Abklemmen der zu- und abführenden 
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Gefäße. Die nun vorsichtig und in einem Stück entnommene AV- Fistel wurde von 
eventuellen Thromben befreit, in eine beschriftete histologische Wanne gegeben und in 3,5 
%- iges Formalin überführt. Die kontralateralen, unoperierten Gefäße der Arteria und Vena 
femoralis wurden genauso entnommen, wobei sie bei der Präparation nicht voneinander 
getrennt werden sollten und zusammen in eine einzige histologische Wanne gegeben wurden.  
Für die Explantation der in der Bauch- und Brusthöhle gelegenen Organe wurde anschließend 
eine Laparothorakotomie durch einen ca. 20 cm langen Längstschnitt durchgeführt. Nach 
Erhöhung der Isofluran- Konzentration auf 5 % und anschließender Eröffnung der 
Bauchhöhle mit Abklemmen der Arteria und Vena renalis löste man die Nieren aus ihren 
Fettkapseln und entnahm diese. Die Nebennieren wurden etwas weiter cranio- dorsal im 
umliegenden Fettgewebe lokalisiert und in eine separate histologische Wanne gegeben. Es 
folgte die Explantation eines Leberlappens nach vorhergegangenem Abklemmen der 
versorgenden Gefäße. Anschließend entnahm man ein etwa 1cm langes Stück der Milz. Als 
letztes Gewebe des Bauchraums wurden die Vena cava inferior und Aorta abdominalis mit 
der jeweiligen Bifurkation entnommen. 
Nach Eröffnung des Brustkorbs wurde zunächst die Lunge freipräpariert und anschließend ein 
Lungenlappen herausgetrennt. War bei dem Tier nun noch eine verbleibende 
Herzmuskelaktivität feststellbar, erfolgte eine Sakrifikation durch Exsanguination und 
anschließender Entnahme des Herzens. Für die Freipräparation und Explantation der Aorta 
thorakalis sowie des Aortenbogens konnte ein Präparationsmikroskop mit 8- oder 16- fachen 
Vergrößerung zu Hilfe genommen werden. Das zuletzt explantierte Organ des Versuchstieres 
stellte die im Halsbereich ventral der Luftröhre gelegene Schilddrüse dar, von welcher ein 
Lappen entfernt wurde. Alle entnommenen Organe und Geweben wurden in vorbereitete 
histologische Wannen überführt und über Nacht in 3,5 %- igem Formaldehyd bei 4 °C 
aufbewahrt bevor die weiteren Schritte zur Einbettung in einen Paraffinblock erfolgen 
konnten.  
3.2.2 Humane Proben 
Als zweiter Teil der im Rahmen der Doktorarbeit durchgeführten Studien fand eine 
Untersuchung nicht funktionierender humaner Shuntvenen statt. Ziel war es, die im 
Tierversuch gewonnenen Erkenntnisse in humanem Gewebe zu überprüfen und eine mögliche 
Verknüpfung zwischen NIH, Kalzifizierung und molekularen Parametern herzustellen.  
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Alle im Rahmen dieser Studie entnommen humanen Gewebe wurden nach Zustimmung des 
Patienten entnommen. Die Versuche wurden durch den Ethikrat des Uniklinikums Aachen 
unter der internen Nummer EK/ 287/ 11 als ethisch unbedenklich eingestuft und genehmigt. 
 Studiendesign, Studienteilnehmer  3.2.2.1
In einer prospektiven, beobachtenden Studie wurden zwischen 2009 und 2013 mehr als 200 
arterielle und venöse Proben von Patienten des UK Aachen durch die Ärzte des Klinikums für 
Gefäßchirurgie entnommen. Es wurde eine Biomaterialbank der Gefäßproben für 
verschiedene Studienprojekte angelegt. Für die vorliegende Arbeit wurde autogenes venöses 
Gewebe aus nicht funktionierenden HD- Shunts sowie native Venen nach geeigneten 
Präparaten überprüft. Insgesamt wurden 30 Patientenproben in die Studie eingeschlossen, 
Ausschlusskriterien waren unvollständiger venöser Querschnitt, diagnostiziertes 
Shuntaneyrisma und Verwendung einer PTFE- Prothese.  
 Gruppeneinteilung 3.2.2.2
Die in die Studie eingeschlossenen Dialysegefäße enthielten meist starke, durch NIH 
verursachte Stenosen und waren nicht mehr als Dialysezugang zu gebrauchen, sie wurden im 
Rahmen einer Shuntrevision oder proximalen Shuntverlagerung entnommen. Als Kontrollen 
dienten normale, nicht als Dialysezugang verwendete und z.B. im Rahmen eines Bypasses 
entnommenen und nicht benötigte Venen. 
Die Gruppeneinteilung mit entsprechendem Probenumfang ist Abb. 7 zu entnehmen. Die 
gesammelten humanen Proben wurden histologisch und immunhistochemisch untersucht, 
Verwendung fanden hierbei die gleichen Methoden und Antikörper wie bei den Proben der 
Versuchstiere. Wurde ein längeres Gefäßstück entnommen, teilte man die Probe quer in etwas 
1cm lange Stücke auf und bettete diese in verschiedene Paraffinblöcke ein. Pro Probe wurden 
ein bis vier Blöcke ausgewertet, die damit verbundenen Limitationen sind in Kapitel 3.3.7 
diskutiert. 
  
3 Material und Methoden 
 
40 
 
Abb. 7: Gruppendesign der humanen Studie. Insgesamt wurden 30 Proben in die Studie eingeschlossen 
3.3 Histologische Gewebeaufarbeitungen 
Die hier beschriebenen Techniken und Verfahren wurden für die histologische Aufarbeitung 
der humanen- sowie der von Versuchstieren gewonnene Probe verwendet.  
3.3.1 Herstellung von Paraffinblöcken 
Das frisch gewonnene Gewebe wurde zur weiteren histotechnischen Untersuchung bei 4 °C 
über Nacht mit 3,5 %- 3,7 % iger Formaldehydlösung (Formalin) fixiert. Anschließend 
erfolgte eine Entwässerung der Proben mit einer Überführung in flüssiges Paraffin. Das 
detaillierte Entwässerungsprotokoll befindet sich im Anhang.  
Die Gewebeproben wurden aus dem flüssigen Paraffin mit Hilfe einer angewärmten Pinzette 
in eine Einbettkassette gegeben, welche mit frischem Paraffin aufgefüllt werden konnte. 
Dabei war insbesondere auf die Ausrichtung der Probe zu achten, so dass die später wichtigen 
Schnittebenen exakt platziert werden konnten. Die Proben wurden nun auf einer Kühlplatte 
platziert, was ein gleichmäßiges Aushärten des Einbettmediums garantierte. Die so 
entstandenen Paraffinblöcke stellen eine ideale Aufbewahrungsmöglichkeit für die 
entnommenen Gewebeproben dar da sie eine zeitlich unbegrenzte Lagerung ermöglichen. 
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3.3.2 Herstellung von histologischen Schnitten 
Das in den Paraffinblöcken eingeschlossene Gewebe wurde mit Hilfe eines 
Rotationsmikrotoms in 2 µm dicke Schnitte geschnitten und zunächst in ein auf 40 °C 
erwärmtes Wasserbad überführt. Dieser Schritt diente der Streckung der Schnitte. Nach 
einigen Minuten konnten die Schnitte auf beschichtete Objektträger aufgenommen werden. 
Besonders bei der Aufarbeitung der AV Fistel und der kontralateralen Gefäße war darauf zu 
achten dass keine Schnitte verloren gehen da für eine deutliche Zuordnung der einzelnen 
Marker zu bestimmten Zellen Reihenschnitte unbedingt erforderlich waren. Zur 
bestmöglichen Anheftung an den Objektträger mussten die Schnitte über Nacht im Inkubator 
bei 37 °C trocknen. Eine konstante Schnittdicke von 2 µm ermöglichte eine optimale 
Vergleichbarkeit und eine Verwendung der Proben für immunhistologische Färbungen.  
3.3.3 Einteilung der AV- Fistel in Ebenen (nur bei Proben von Versuchstieren) 
Für eine optimale Vergleichbarkeit der Fisteln verschiedener Tiere wurde eine Aufteilung der 
AV- Fistel in sechs verschiedene Ebene (L1- L6, siehe Abb. 8) vorgenommen. Dabei wurde 
nach erfolgtem Schneiden der gesamten Fistel zunächst der Punkt L3 definiert. Hier handelte 
es sich um exakt jenen Objektträger, an dem die proximalen A. und Vena femoralis als zwei 
getrennte Gefäße ohne Nahtreste zu sehen sind. Die Ebenen L1 beschreiben den Punkt, an 
dem der Gefäßring aus 1/ 3 arteriellem und 2/ 3 venösem Anteil bestehen, am Punkt L2 sind 
arterieller und venöser Anteil etwa gleich groß. Die Ebenen L4- L6 wurden vom Punkt L3 aus 
ermittelt, sie sind abhängig von ihrem Abstand zum proximalen Ende der Gefäßanastomose. 
Sie sind jeweils 40 µm, 80 µm oder 120 µm von diesem Punkt aus entfernt. 
  
3 Material und Methoden 
 
42 
 
Abb. 8: Schema einer AV- Fistel in der Leiste eines Versuchstieres mit Markierung der histologischen 
Schnittebenen (L1- L6). Während die Ebenen L1- L3 durch das relative Verhältnis Arterie zu Vene definiert 
werden bestimmt man die Ebenen L4- L6 aus ihrem Abstand zum Beginn der Anastomose. Dieser beträgt 40, 80 
bzw. 120 µm. 
3.3.4 Herstellung von histologischen Färbungen 
Aus den quer eingebetteten AV- Fisteln der Versuchstiere entstanden je ca. 500- 800 
histologische Schnitte, von den jeweils zwei auf einen Objektträger gegeben wurden. Die 
Färbung jedes 20. ten Objektträgers mit Hämatoxylin- Eosin (HE) diente der Orientierung und 
ermöglichte eine Ebenenzuordnung. Diese Färbung färbt Zellkerne und Kalkablagerungen 
dunkelviolett, Zellplasmabestandteile, Kollagen und extrazelluläre Matrix dagegen rosa. Zur 
Schichtdickenbestimmung führte man ebenfalls auf jedem 20. Objektträger eine Elastica- van- 
Giesson- Färbung (EvG) durch, diese akzentuiert elastische Fasern in einem dunklen violett 
und betont so die elastischen Membranen als Trennung zwischen den Gefäßwandschichten. 
Die dritte durchgeführte histologische Färbung bildete der Phosphatnachweiß nach von Kossa 
(vK). Hier reagieren die in mineralisiertem Gewebe eingeschlossenen Kalziumphosphat- 
Kristalle in saurem Milieu mit Silberionen, welche unter Licht sichtbar gemacht werden 
können. Es entsteht eine schwarze Anfärbung aller Gewebe mit größerem Vorkommen an 
anorganischem Phosphat, die Gegenfärbung mit Pikrofuchsin färbt alle übrigen Gewebe rot.  
Eine humane Probe lieferte je Block 50 histologische Schnitte. Davon wurden je zwei auf 
einen Objektträger aufgezogen. Pro Block färbte man einen Objektträger mit HE, einen mit 
L1 L2 L3 L4 L5 L6 
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EvG und einen mit vK. Alle detaillierten Protokolle der histologischen Färbungen können 
dem Anhang entnommen werden.  
3.3.5 Herstellung und Prinzip von immunhistochemischen Färbungen  
Der Nachweis von Proteinen und anderen Makromolekülen gelingt durch 
immunhistochemische Färbungen mit Hilfe einer lokal sichtbar gemachten Antigen- 
Antikörper- Reaktion. Das hier verwendete Prinzip ist die indirekte Immunmarkierung mit 
(Strept-) Avidin- Biotin- Technik. Hierbei wird der Sekundärantikörper, der an den 
Primärantikörper bindet, durch eine enzymatische Reaktion farblich sichtbar gemacht. Diese 
Methode bietet den Vorteil, dass auf zwei Wegen eine Signalverstärkung erreicht wird. Es 
binden zwei Sekundärantikörper an einen Primärantikörper, wiederum hat ein (Strept-) Avidin 
drei Bindungsstellen für Biotin. So können selbst geringe Antigenmengen nachgewiesen 
werden. Alle in Kapitel 3.3.5 beschriebenen Reaktionen mit Ausnahme der TUNEL- 
Markierung fanden auf die hier genannte Art statt.  
Einer Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte in der absteigenden 
Alkoholreihe folgt eine Demaskierung von durch die Fixation möglicherweise maskierten 
Antigenen. Dies findet durch Aufkochen der Schnitte in Citratpuffer statt. Nach 
ausreichendem Abkühlen müssen endogene Peroxidasen blockiert werden, dies geschieht 
durch zehnminütige Inkubation mit einer H2O2- Lösung. Findet dieser Schritt nicht statt kann 
eine Verfälschung der Farbreaktion stattfinden, denn endogene sowie zugeführte Peroxidasen 
katalysieren die als Nachweis dienende Chromogenumsetzung im letzten Schritt der 
immunhistochemischen Reaktion. Endogenes Biotin, das in vielen Geweben vorkommt und 
die Immunreaktion ebenfalls verfälschen würde, wird durch Zugabe von Avidin und Biotin 
geblockt. Es folgt eine Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper, am besten gelingt 
dieser Schritt bei 4 °C über Nacht. Zwischen der Inkubation mit den beschriebenen Stoffen 
sind jeweils Waschreaktionen mit Waschpuffer (TBST) vorgesehen, sie dienen dem Entfernen 
nicht anhaftender Reagenzien und minimieren so z. B. auch die Hintergrundfärbung. 
Im nächsten Schritt folgt eine Anlagerung des biotinylierten Sekundärantikörpers an den 
Primärantikörper. An dieses Biotin bindet der nun zugeführte Streptavidin- HRP (horseradish 
peroxidase)- Komplex. Dieser enthält das für die Chromogenumsetzung notwendige Enzym 
Peroxidase. Die Chromogenlösung wird durch ein kommerziell erhältliches Kit (NovaRED) 
zugeführt, enthält neben dem H2O2, welches der Peroxidase als Substrat dient, einen Farbstoff 
(in unserem Falle DAB), der bei dieser Reaktion oxidiert und einen braun- roten, nicht 
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wasserlöslichen Niederschlag bildet. Somit wird an der durch den biotinylierten 
Sekundärantikörper markierten Stelle eine Farbreaktion katalysiert, die als bräunliche 
Färbung der Zelle unter dem Mikroskop auf Anwesenheit des Zielantigens im Gewebe 
schließen lässt. Ein Objektträger mit einer positiven und einer negativen Kontrolle werden 
jedem AK bei jeder Färbungswiederholung mitgeführt. Als Positivkontrolle verwendet man 
ein für den AK spezifisch positives Gewebe, für eine Negativkontrolle wurde dasselbe 
Gewebe durch alle Schritte, jedoch ohne Primärantikörper, mitlaufen gelassen. Waren Positiv- 
und Negativkontrolle nicht erwartungsgemäß gefärbt wurden alle Objektträger aus dem 
Durchgang mit diesem AK verworfen und nach Protokoll wiederholt. Alle detaillierten 
Protokolle der immunhistologischen Färbungen können dem Anhang entnommen werden. 
 Vimentin, Desmin, SMA  3.3.5.1
Die Markierung der Zytoskelettproteine Vimentin, Desmin und SMA (Smooth Muscle Actin) 
erlaubt eine Differenzierung zwischen Myofibroblasten, Fibroblasten und glatten 
Muskelzellen gemäß nachfolgender Tabelle 3. Sie wurde durchgeführt um eine Veränderung 
der Zellphänotypen in Intima und Media der arterialisierten Vene zu zeigen. Die Auswertung 
dieser Marker fand getrennt für Intima und Media in der AVF der Versuchstiere im venösen 
Abschnitt L4 bis L5 sowie in der kontralateralen Vene auf drei einander folgenden 
Serienschnitten statt. Für die Patientenprobe wählte man ebenfalls drei aufeinanderfolgende 
Serienschnitte.  
 Vimentin Desmin SMA 
Myofibroblasten positiv negativ Positiv 
Fibroblasten positiv negativ Negativ 
glatte Gefäßmuskelzellen negativ positiv Positiv 
Tab. 3: Zellphänotypbestimmung der Gefäßwandzellen (Owens GK 1995, Shi et al. 1996). Die Kombination der 
drei Marker auf gefärbten Serienschnitten erlaubt eine Zuordnung der Zellen. 
 MGP 3.3.5.2
Bei Matrix Gla Protein (MGP) handelt es sich um ein von glatten Muskelzellen sezerniertes, 
in die Matrix sowie ins Blut abgegebenes Protein. Es konnte gezeigt werden, dass es in seiner 
aktiven Form als ein starker Inhibitor vaskulärer Kalzifizierung wirkt. Die Aktivierung bedarf 
einer enzymkatalysierten Reaktion, bei der Vitamin K2 als Kofaktor benötigt wird. Da die 
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Zusammenhänge von vaskulärer Kalzifizierung und zur Verfügung stehendem Vitamin K2 im 
Fokus dieser Arbeit stehen, ist die Auswertung von carboxyliertem (cMGP), unter 
carboxyliertem (ucMGP), phosphoryliertem (pMGP) sowie nicht phosphoryliertem (npMGP) 
mit Hilfe der Immunhistologie von großer Bedeutung. Sie erfolgte auf aufeinander folgenden 
Serienschnitten im venösen Abschnitt der AV Fistel der Versuchstiere in dem Bereich 
zwischen L4 und L5 sowie auf der kontralateralen Vena femoralis und wurde getrennt für die 
Tunica Intima und die Tunica Media durchgeführt. Für humane Proben wurden ebenfalls vier 
aufeinander folgende Serienschnitte mit den vier MGP- Antikörpern inkubiert. 
 RunX2 3.3.5.3
Der Transkriptionsfaktor RunX2 (runt- related- transcription factor 2) kann als zentraler 
Marker des Übergangs zum Osteoblasten- ähnlichen Phänotyp angesehen werden (Nakano- 
Kurimoto R et al. 2009). RunX2 spielt sowohl bei der Differenzierung zum Osteoblasten als 
auch bei der Kalzifizierung von glatten Muskelzellen in Gefäßen eine Rolle. Für den 
Nachweis und die Lokalisation Osteoblast- ähnlicher Zellen wurden Intima und Media der 
arterialisierten Vene zwischen den Ebenen L4 und L5 sowie auf der kontralateralen Seite auf 
positiv markierte Zellen untersucht. Pro Block einer humanen Probe wurde ein Objektträger 
mit RunX2 behandelt. 
 CD68 3.3.5.4
Bei CD68 handelt es sich um ein Transmembranprotein, welches charakteristisch in 
gewebelokalisierten Makrophagen, Monozyten, Langerhans- Zellen und in einem geringen 
Anteil dendritischer Zellen zu finden ist. In der vorliegenden Studie wurde der kommerziell 
erworbene CD68- Antikörper dazu verwendet, Makrophagen in venösem Gewebe der AV- 
Fistel nachzuweisen und zu lokalisieren. Pro humane Probe sowie AVF- Vene eines 
Versuchstieres wurde ein Objektträger mit CD68- Antikörper behandelt. 
 PCNA und TUNEL  3.3.5.5
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) ist ein zellkernständiges Protein, das spezifisch für 
die letzen 5 % der G1- Phase und die ersten 35 % der S- Phase in der Zelle nachgewiesen 
werden kann. Daher gilt es als Marker proliferierender Zellen in normalen Geweben sowie in 
Neoplasien (Yu CC und Filipe MI 1993). Der PCNA- Antikörper wurde ebenfalls im Rahmen 
des beschriebenen Standardprotokolls für immunhistologische Färbungen der Rattenproben 
im Abschnitt L4- L5 der AVF- Vene sowie in der kontralateralen Vena femoralis verwendet. 
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Die humanen Proben wurden pro Block auf zwei einander folgenden Schnitten mit PCNA und 
TUNEL behandelt. 
Bei TUNEL handelt es sich nicht um eine klassische immunohistochemische Reaktion, da die 
Markierung der nachzuweisenden Struktur nicht durch einen Antikörper sondern durch ein 
Enzym stattfindet. Das TUNEL (TdT mediated dUTP nick end labeling) - Reaktions- Kit ist 
in der Lage, Strangbrüche der DNA, die sich speziell während der Apoptose entwickeln, 
sichtbar und quantifizierbar zu machen (siehe Abb. 9). Dabei heftet sich zunächst das 
Fluorescein- markierte Enzym TdT (Terminal deoxynucleotyd transferase) spezifisch an freie 
3`OH- Enden der DNA. Das Fluorescein wird von einem HRP- verknüpften Antikörper 
erkannt. Es folgt eine Inkubation mit der bereits beschriebenen, Chromogen- und 
Substrathaltigen Lösung (NovaRED), die Färbung mittels DAB resultiert in einer braunrote- 
Markierung aller apoptotischen Zellen.  
 
Abb. 9: Prinzip der TUNEL- Reaktion. Ein Antikörper mit angeknüpftem HRP reagiert auf gebundenes 
Fluorescein. Die Farbreaktion findet durch enzymatische Umsetzung eines Chromogens in Anwesenheit von 
H2O2 statt. Modifiziert nach: In Situ cell death detection kit POD, Roche applied science 
Die Markierung apoptotischer und proliferierender Zellen auf aufeinanderfolgenden 
Serienschnitten ermöglicht eine vergleichende Betrachtung ein- und derselben Gefäßbereiche 
und die Ermittlung eines Apoptoseratios. Auch hier erfolgte die Auswertung sowohl in 
humanem als auch in Rattengewebe getrennt für Tunica Intima und Tunica Media. Pro 
Versuchstier analysierte man zwei einander folgende Serienschnitte in Ebene L4- L5 der 
arterialisierten Vene sowie der Vena femoralis, pro Block humaner Probe betrachtete man 
ebenfalls zwei Serienschnitte.  
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3.3.6 Auswertung  
Die Auswertung histologischer und immunhistochemischer Färbungen wurde mit Hilfe eines 
Durchlichtmikroskops von live- genommenen Bildern durchgeführt. Für die 
histomorphometrische Analyse (EvG) wurde die komplette Vene an 20 verschiedenen, im 
Gefäß gleichmäßig verteilten Stellen gemessen. Dabei ermittelte man die Dicke der Tunica 
Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia unter Zuhilfenahme der elastischen Membranen 
(Vergrößerung: 100- fach). Für die Beurteilung des Kalziumphosphat- Nachweises (vK) 
wurde die komplette Vene unter 400- facher Vergrößerung auf Ansammlungen schwarz 
gefärbter Kristalle durchgeschaut. Die Auswertung von EvG und vK wurde pro AVF eines 
Versuchstieres in 6 Ebenen (L1 -L6) sowie auf einem Schnitt der kontralateralen Seite 
durchgeführt. Humanes Venengewebe wurde pro Block auf je einem Objektträger mit EvG 
und vK gefärbt und untersucht. 
Für die Analyse immunhistochemischer Färbungen sowie von TUNEL wurden in der 
arterialisierten Vene der Ratte vier bzw. fünf Gesichtsfelder eines Schnittes der Ebene L4- L5 
in 400- facher Vergrößerung untersucht. Dabei wurden Tunica Intima und Tunica Media 
separat betrachtet. Bei der Untersuchung der humanen Proben wurden beliebige, jedoch je 
nach Antikörper unbedingt einander folgende Serienschnitte auf die gleiche Art ausgezählt.  
3.3.7 Statistik und Limitationen 
Nominale Daten wurden jeweils als absolute Häufigkeit oder prozentualer Anteil angegeben, 
stetige Daten als arithmetisches Mittel (=Durchschnittswert), soweit möglich und sinnvoll mit 
Standardabweichung, dargestellt. Die histomorphologischen Schichtdickenmessungen (EvG) 
wurden mit 20 Messwiederholungen mit Hilfe eines varianzanalytischen Modells untersucht, 
der Median der 20 Messungen wurde ermittelt um die Messungenauigkeit auszugleichen. Für 
die inferentielle statistische Analyse von Vim, Des, SMA, PCNA, TUNEL, cMGP, ucMGP, 
pMGP und npMGP wurde eine repeated- measures- Poisson- Regression mit offset angepasst. 
Paarweise Vergleiche wurden mittels Holm- Sidak- Methode durchgeführt. Für vK und EvG 
wurden die Endpunkte mittels einer 2- faktoriellen repeated- measures logistischen 
Regression (ohne Interaktion) ausgewertet. Den repeat- Faktor bildeten dabei immer die 
verschiedenen Gesichtsfelder (meist fünf). Als Referenzgruppe der Tierversuche wurde 
immer die AVF- Vene von Tieren aus Gruppe 1 und Entnahmewoche drei gewählt. p- Werte 
von < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.  
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Als Unterschied zu den Tierversuchen wurde in der Auswertung humaner Proben die 
Aufteilung in mehrere Blöcke je Probe vorgenommen, um einen möglichst großen 
Querschnitt über die gesamte Probe zu erhalten. Je Probengröße variierte auch die Anzahl der 
Blöcke, was in der statistischen Analyse die Vergleichbarkeit der Daten verringerte. Eine 
Mittlung über die Blöcke einer Probe war bei deskriptiver und inferentieller Auswertung stets 
der erste Schritt zur Schaffung größtmöglicher Vergleichbarkeit. Zudem musste in der 
Analyse humaner Proben auf eine heterogene Verteilung der Gruppengröße zurückgegriffen 
werden, da, besonders bei nativen Venen, nicht genügend Patientenmaterial zur Schaffung 
gleicher Gruppengrößen zur Verfügung stand: Gr. 1: n=10, Gr. 2: n=11, Gr. 3: n=4, Gr. 4: 
n=5. Besonders die kleine Gruppengröße der Gruppen 3 und 4 wirkt sich als limitierender 
Faktor der inferentiellen Analyse der Humanproben aus. Auch eine Randomisierung nach 
Geschlecht, Alter, Dialysezeit, Medikamenteneinnahme, Begleitpathologien und möglicher 
anderer Faktoren ist korrekt, jedoch auf Grund beschränkten Patientenmaterials nicht 
durchführbar.  
Die Analysen erfolgten mit Hilfe von Herrn Dr. L. Kennes (Tierversuche) und Fr. Dipl. Math. 
M. Tamm (Humanproben) vom Institut der medizinischen Statistik der RWTH Aachen unter 
Verwendung von SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).  
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4 Ergebnisse 
4.1 Ergebnisse der Rattenstudie 
4.1.1 Anlage der arteriovenösen Fistel: Komplikationen, Mortalität 
Von den im Rahmen dieser Studie operierten 115 Tieren überleben 113 Tiere die komplette 
jeweils für sie vorgesehene Versuchszeit. Ein Tier stirbt während der Narkoseeinleitung bei 
der Anlage der AV- Fistel, ein weiteres Tier muss geopfert werden weil eine AVF- Anlage 
immer wieder nachblutet und nicht gerettet werden kann. Insgesamt sind 113 Fisteln bei der 
Opferung klar als „offen“ zu identifizieren, so dass eine Offenheitsrate von 100 % angegeben 
werden kann. Bei einem Tier kann postoperativ eine Zyste an der Stelle der OP- Narbe 
beobachtet werden, die revidiert werden muss, bei der Opferung stellt sich heraus dass die 
AVF trotzdem offen ist und normal läuft. Eine periphäre Ischämie kann bei keinem der Tiere 
beobachtet werden. 
4.1.2 Blutwertanalyse und Gewichte 
Tiere gleichen Alters und gleichen Gewichtes (ca. 300 g) erhalten ab drei Wochen vor OP 
eine Fütterung mit normalem Futter (Gruppe 1 bis 3) oder Adenin (Gruppe 4 bis 6), ein 
genaues Schema zum Studiendesign wurde in Kapitel 3.2.1.2 vorgestellt. Die erste 
Blutentnahme und Gewichtserfassung erfolgt bei Tieren aller Gruppen bei OP (Woche 0). Zu 
diesem Zeitpunkt zeigen die Gruppen 4 bis 6 erhöhten Werte für Kreatinin (Minimum 94,94 ± 
36,26 µmol/ l) als Nachweis für eine Niereninsuffizienz. Zusätzlich kann in diesen Gruppen 
für die Zeit der Adeninfütterung eine starke Gewichtsabnahme beobachtet werden.  
Postoperativ ist innerhalb von vier bis sechs Wochen eine Normalisierung der 
Kreatinininwerte zu beobachten. Da in der gesamten Versuchszeit darauf zu achten ist, dass 
der Kreatininwert der niereninsuffizienten Gruppen 50- 60 µmol/ l nicht unterschreitet, ist 
eine Nachfütterung in regelmäßigen Abständen notwendig. Auf diese Weise kann ein 
urämischer Hintergrund in den Tieren auch noch zum Zeitpunkt der Opferung festgestellt 
werden. Auch die Gewichte dieser Tiere erholen sich im Versuchsverlauf und sind z.B. zum 
letzten Opferungszeitpunkt nur noch durchschnittlich 12 % geringer als die Gewichte in 
nierengesunden Gruppen. 
Die Kreatinin- Werte nierengesunder Gruppen 1 bis 3 verbleiben während des gesamten 
Versuchszeitraumes von zwölf Wochen konstant. Die Werte für Kreatinin liegen in diesen 
Gruppen im Versuchsverlauf zwischen 35,06 ± 2,91 und 52,25 ± 13,38 µmol/ l.  
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Bezogen auf Kalzium können im Serum kaum Veränderungen zwischen den Gruppen sowie 
im Zeitverlauf gezeigt werden, bei anorganischem Phosphat liegen alle Gruppen mit 
Warfarin- oder Adeninfütterung etwa 30 % höher als die normal gefütterte Gruppe 1. Die 
Mittelwerte für Kalzium im Serum liegen zwischen 2,24 und 2,85 mmol/ l, für Phosphat 
zwischen 1,57 und 2,44 mmol/ l und können in Tab. 4 eingesehen werden.  
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Gr. Diät Woche Kreatinin Kalzium Phosphat Gewicht 
   [µmol/ l] [mmol/ l] [mmol/ l] [g] 
1 normales Futter 0 36,83 ± 10,5 2,63 ± 0,07 1,78 ± 0,37 
319,7 ± 
48,46 
1 normales Futter 3 42,33 ± 11,93 2,53 ± 0,22 1,82 ± 0,55 311 ± 11,53 
1 normales Futter 6 37,5 ± 3,94 2,66 ± 0,15 1,73 ± 0,26 311 ± 16,89 
1 normales Futter 12 42,83 ± 5,81 2,58 ± 0,21 2,26 ± 0,59 
338,83 ± 
30,22 
2 Warf + K1 0 37,04 ± 6,38 2,56 ± 0,13 1,94 ± 0,46 
276,07 ± 
12,04 
2 Warf + K1 3 48,2 ± 11,31 2,61 ± 0,2 2,23 ± 0,86 
294,14 ± 
13,99 
2 Warf + K1 6 42,88 ± 5,95 2,59 ± 0,1 1,87 ± 0,49 
305,7 ± 
26,18 
2 Warf + K1 12 52 ± 4,83 2,48 ± 0,12 2,27 ± 0,46 
318,56 ± 
17,73 
3 Warf + K1 + K2 0 35,06 ± 2,91 2,64 ± 0,09 2,02 ± 0,82 
293,06 ± 
27,14 
3 Warf + K1 + K2 3 52,25 ± 13,38 2,24 ± 0,3 2,3 ± 0,64 307 ± 7,21 
3 Warf + K1 + K2 6 42,62 ± 3,38 2,45 ± 0,13 1,92 ± 0,28 
321,44 ± 
24,07 
3 Warf + K1 + K2 12 50,33 ± 7,53 2,41 ± 0,29 2,22 ± 0,45 320 ± 0,00 
4 CKD 0 
107,86 ± 
52,59 
2,58 ± 0,18 2,36 ± 0,62 
228,24 ± 
32,27 
4 CKD 3 77,75 ± 26,62 2,63 ± 0,2 1,73 ± 0,5 320 ± 0,00 
4 CKD 6 58,17 ± 10,98 2,69 ± 0,14 2,44 ± 0,71 
275,75 ± 
31,00 
4 CKD 12 
167,33 ± 
13,65 
2,85 ± 0,02 1,93 ± 0,75 
282,29 ± 
22,46 
5 CKD + Warf + K1 0 94,94 ± 36,26 2,63 ± 0,08 1,62 ± 0,42 
255,06 ± 
17,03 
5 CKD + Warf + K1 3 69,5 ± 20,18 2,63 ± 0,2 1,94 ± 0,22 264 ± 10,54 
5 CKD + Warf + K1 6 51 ± 8,75 2,69 ± 0,14 1,57 ± 0,29 282,5 ± 8,92 
5 CKD + Warf + K1 12 54,17 ± 11,86 2,72 ± 0,05 2,07 ± 0,23 
299,17 ± 
20,82 
6 CKD + Warf + K1 + K2 0 
106,12 ± 
48,73 
2,61 ± 0,08 2,02 ± 0,58 
231,24 ± 
19,05 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 70,1 ± 21,54 2,63 ± 0,1 1,83 ± 0,31 271 ± 11,46 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 51 ± 3,46 2,64 ± 0,07 1,81 ± 0,05 
291,2 ± 
23,11 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 61,83 ± 10,68 2,64 ± 0,06 1,91 ± 0,29 
281,33 ± 
8,78 
Tab. 4: Biochemische Werte, gewonnen aus dem Serum je Gruppe und Entnahmewoche sowie Tiergewichte. 
Gezeigt sind jeweils Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen 
4.1.3 Blutdruckmessungen der Tiere aus Gruppe 2 
Die Mittelwerte der systolischen und diastolischen Blutdrücke zeigen im Versuchsverlauf 
wenig Änderung (Abb. 10). Für die Systole ergeben sich Mittelwerte zwischen 119,95 ± 12,8 
und 141,52 ± 18,9 mmHg, für die Diastole liegen diese zwischen 74,44 ± 11,59 und 96,44 ± 
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20,89 mmHg. Ein Unterschied zwischen gesunden (Messwoche null) und mit Warfarin 
behandelten Tieren (Messwochen drei bis 12) ist nicht zu sehen.  
 
Abb. 10: Effekt der Warfarin + K1- Diät auf systolischen und diastolischen Blutdruck der Versuchstiere. Gezeigt 
sind Mittelwerte in mmHg mit zugehöriger Standardabweichung zu Zeitpunkten null (vor W + K1- Fütterung) 
sowie drei, sechs und zwölf Wochen nach Fütterungsbeginn. 
4.1.4 Morphologische Veränderungen der arteriovenösen Fistel 
Unmittelbar nach Beendigung der mikrochirurgischen Fistelanlage ist eine Dilatation der 
abgehenden Vene feststellbar. Nach Widereröffnung der Operationsnarbe ist bei fast allen 
Tieren eine noch gut dilatierte und damit als funktionsfähig einzustufende Fistel sichtbar. 
Einige arteriovenöse Fisteln zeigen bei 16- facher Vergrößerung gut sichtbare 
Kalkablagerungen in Anastomosenähe in weiterhin gut dilatierten AVF- Venen (Abb. 11b).  
 
Abb. 11: Intraoperative Aufnahme der Arteriovenösen Fistel unter 16- facher Vergrößerung. Abb. 11a: Situs 
einer dilatierten Fistel unmittelbar nach Anlage; Abb. 11b: Situs einer Fistel nach 12 Wochen Laufzeit mit 
Kalkkristallen in Anastomosenähe 
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4.1.5 Morphologische Veränderungen der Niere 
Zwischen der Morphologie von Nieren aus Gruppen mit normaler Nierenfunktion mit 
Gruppen nach Adenindiät (CKD- Gruppen) erkennt man deutliche Unterschiede (Abb. 12). 
Während Nierenrinde und Nierenmark gesunder Tiere stark durchblutet und frei von 
Ablagerungen erscheinen, finden sich sowohl in Draufsicht als auch im Sagitalschnitt der 
Nieren adeninbehandelter Tiere kristalline Rückstände. Bei den Ablagerungen handelt es sich 
um Glykogen innerhalb der Glomeruli und Dihydroxyadenin in den Tubuli (siehe Kapitel 
1.4.1.) 
 
Abb. 12: Sagitalschnitt der Niere. Abb. 12a, 12b: Morphologisch unveränderte Niere eines Tieres aus Gruppe 1 
mit unauffälligen Blutparametern der Nierenaktivität. Abb. 12c, 12d: Morphologisch veränderte Niere eines 
Tieres mit einer durch Adenin induzierten Niereninsuffizienz. 
4.1.6 Histomorphometrie der AVF- Vene und der Vena femoralis (EvG) 
Die Schichtdickenbestimmung der Intima, Media und Adventitia erfolgt durch jeweils 20 
Messungen in den sechs Ebenen L1- L6 der AVF- Vene und 20 Messungen auf einem Schnitt 
der Vena femoralis. In allen sechs untersuchten Bereichen der AVF- Vene (L1- L6) kann eine 
verdickte Intima beobachtet werden.  
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Die NIH der AVF- Vene (Abb. 13a und 13b) ist unregelmäßig, zungenförmig ins Lumen 
ragend und verschließt oft mehr als die Hälfte ursprünglichen Gefäßlumens. Die Media ist in 
Bereichen mit geringer NIH histologisch leicht zu identifizieren und mit annähernd konstanter 
Dicke, bei starker NIH und/ oder Kalzifizierung dagegen oft schwer abzugrenzen und kaum 
mehr vorhanden. Im Gegensatz dazu sind sowohl Intima als auch Media der kontralateralen 
Vena femoralis gleichmäßig dick und bestehen aus ein bis drei Zellschichten (Abb. 13c, 13d). 
 
Abb. 13: Übersicht über EvG- gefärbte Schnitte der AVF (Abb. 13a, 13b) bzw. der kontralateralen Arteria und 
Vena femoralis (Abb. 13c, 13d). Die AVF- Vene enthält einen Thrombus. (A= Arterie, V= Vene) Vergrößerung 
100- fach (Abb. 13a, 13c) und 400- fach (Abb. 13b, 13d). 
Die statistische Auswertung der Gefäßschichtdicken in diesem Kapitel erfolgt als Darstellung 
der prozentualen Anteile, welche von der jeweiligen Schicht an der Gesamtdicke der 
Gefäßwand eingenommen werden. Mit Ausnahme der Abb. 16, die einen Bezug zwischen der 
Ebene und der Schichtdicken aufzeigt, werden alle Ebenen je AVF- Vene eines Tieres 
summiert und gemittelt. Somit beinhalten alle übrigen Abbildungen und Tabellen dieses 
Kapitels die für die sechs Ebenen zusammengefassten (gepoolten) Werte.  
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Prozentuale Anteile der Schichten in AVF- Vene nach Entnahmezeitpunkten 
Die für verschiedene Entnahmewochen getrennten prozentualen Anteile von Intima, Media 
und Adventitia an der Gesamtdicke der Gefäßwand der AVF- Vene können in Tabelle I im 
Anhang betrachtet werden. Da die Entnahmezeitpunkte weder für den intimalen noch für den 
medialen Anteil einen signifikanten Einfluss der Entnahmewoche zeigen wird auf eine 
graphische Darstellung in Abhängigkeit des Entnahmezeitpunktes verzichtet. 
Für die AVF- Vene erkennt man in den Gruppen 1 bis 4 eine zeitabhängige Zunahme des 
intimalen Anteils an der Gesamtdicke der Gefäßwand. So nimmt der Anteil der Intima in der 
mit Warf + K1- gefütterten Gruppe 2 von 38,7 ± 22,7 % in Entnahmewoche drei auf 53,5 ± 
22,5 % in Entnahmewoche 12 zu. Diese Gruppe stellt die Tiere mit der stärksten Zunahme des 
Intimaanteils dar. Die geringste Zunahme ist in Gruppe 1 nach normaler Diät zu sehen, hier 
steigt der prozentuale Anteil der Intima an der gesamten Dicke der Vene von 13,7 ± 10,2 % in 
Entnahmewoche drei auf 25,1 ± 17 % in Entnahmewoche 12 an. In Gruppen 5 und 6 ist im 
Zeitverlauf ein leichter Rückgang des Intimaanteils an der Gefäßwand zu beobachten.  
Die relative Dicke der Media entwickelt sich im Zeitverlauf weniger einheitlich. Zu sehen 
sind Gruppen mit fast unverändertem Mediaanteil (Gruppen 1 bis 3), sinkendem Mediaanteil 
(Gruppe 4) sowie leicht steigendem Mediaanteil (Gruppe 5 und 6). Für die meisten Gruppen 
und Entnahmezeitpunkte liegen die relativen Anteile der Media zwischen 15 und 32 % an der 
Gefäßwand. 
Für die Adventitia erkennt man einen konstant bleibenden relativen Anteil in Gruppe 5, einen 
sinkenden Anteil in Gruppe 1- 3 sowie in Gruppe 6 einen steigenden Anteil in Gruppe 4. 
Insgesamt ist also ein im zeitlichen Verlauf erfolgender Rückgang des Anteils der Adventitia 
an der Gesamtdicke der Gefäßwand sichtbar.  
Vergleicht man Gruppe 2 und Gruppe 3, so führt die Zugabe von Vitamin K2 zu Warf + K1- 
haltiger Diät zu einem weniger massiven Anstieg des Intimaanteils und einem schwächeren 
Schrumpfen des medialen Anteils. Dieser Effekt kann beim Vergleich der Gruppen 5 und 6 in 
urämischen Tieren nicht wiederholt werden, zwischen diesen Gruppen ist fast keine 
Veränderung der Anteile von Intima, Media und Adventitia zu beobachten.  
Prozentuale Anteile der Schichten in Vena femoralis nach Entnahmezeitpunkten 
Die in Tabelle II (siehe Anhang) dargestellten prozentualen Anteile der Schichten zeigen in 
der Vena femoralis für Tunica Intima in den Gruppen kaum eine Veränderung zwischen den 
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Entnahmewochen. Die Intima nimmt zwischen 2,55 ± 1,01 und 9,63 ± 4,53 % der Gefäßwand 
ein. Für die Media lässt sich in den meisten Gruppen im Zeitverlauf ebenfalls keine deutliche 
Abweichung feststellen, diese Gefäßschicht nimmt meist zwischen 22 und 30 % der venösen 
Wand ein. In Gruppe 2 und Gruppe 4 beobachtet man eine Zunahme des medialen Anteils 
zwischen Entnahmewoche drei und 12. Dieser Anstieg des medialen Anteils spiegelt sich in 
Gruppe 1 und 4 in einer Abnahme des Anteils der Tunica Adventitia wieder. Für alle anderen 
Gruppen bleibt der Anteil dieser Schicht an der Gesamtdicke der Gefäßwand weitgehend 
konstant, er liegt meist zwischen 65 und 75 %.  
Prozentuale Anteile der Schichten in AVF- Vene und Vena femoralis gepoolt für 
Entnahmezeitpunkte 
Da die Entnahmezeitpunkte sowohl für den Anteil der intimalen als auch für den medialen 
Anteil keinen signifikanten Unterschied zeigen, werden sie in Abb. 14 gepoolt dargestellt. 
Für die AVF- Vene (Abb. 14a und 14b) sind die prozentualen Anteile der Intima bei allen 
Sonderfuttern signifikant höher als beim normalen Futter (p <0,0001 bis p =0,0354), die 
Anteile der Media bei fast allen Warf + K1- behandelten Tieren signifikant niedriger 
(p=0,0135 bis p =0,0425). Sowohl die Gabe von Warf + K1 als auch CKD induzieren eine 
starke intimale Verdickung in der AVF- Vene, bei Warf + K1 geht dies mit einem 
signifikanten Rückgang des medialen Anteils einher (p =0,0135). In nierengesunden, Warf + 
K1- behandelten Tieren reduziert die Zugabe von Vitamin K2 signifikant den Anteil der Intima 
an der Gesamtdicke der Gefäßwand (Gruppe 2 zu Gruppe 3, p =0,0355). Für CKD + Warf + 
K1+ K2- behandelte Tiere ist der Anteil der Intima im Vergleich zu nur mit Adenin 
behandelten Tieren leicht verbessert, jedoch nicht signifikant (Gruppe 4 zu Gruppe 6). 
Für die Vena femoralis (Abb. 14c und 14d) zeigt die Diät einen signifikanten Einfluss auf die 
intimalen Anteile. Der prozentuale Anteil der Intima ist, verglichen mit der Gruppe mit 
normalem Futter, in allen Gruppen mit Ausnahme der Gruppe 4 (CKD) signifikant reduziert 
(p <0,0001 bis p =0,0354). Insgesamt erreicht der intimale Anteil in der Vena femoralis etwa 
3- 7 % an der Gesamtdicke der Vene während in der Fistelvene Anteile zwischen 22 und 45 
% ermittelt werden können. Für die medialen Anteile sind die Unterschiede an der 
Gesamtdicke weniger stark: in der Vena femoralis erreicht die Media 21- 34 %, in der 
Fistelvene sind es 16- 30 %. Bei den medialen Anteilen der Vena femoralis zeigen weder Diät 
noch Entnahmewoche einen signifikanten Einfluss. 
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Abb. 14:Gruppenabhängigkeit der prozentualen Anteile für Intima (Abb. 14a, 14c) und Media (Abb. 14b, 14d) 
an der Gefäßwand der AVF- Vene und der kontralateralen Vena femoralis. Gezeigt sind Mittelwerte mit 
Standardabweichungen und Signifikanzen, gepoolt für alle Entnahmezeitpunkte und Ebenen. Die Abbildung 
wurde mit Werten aus Tabellen 3 und I erstellt 
Intima/ Media Ratio in der AVF- Vene und Vena femoralis gepoolt für Entnahmezeitpunkte 
Abb. 15 stellt die Ratio der absoluten Dicke der Intima durch die Media dar und zeigt in der 
AVF- Vene einen Unterschied zwischen den Gruppen. Der in Abb. 14a gezeigte, signifikant 
erhöhte intimale Anteil bei Tieren aller Sonderdiäten führt zu einer gegenüber der Gruppe mit 
normalem Futter zu signifikant erhöhten Ratio. Warf + K1- haltiges Futter induziert in 
nierengesunden und CKD- Ratten erhöhte Intima/ Media- Ratio, der Zusatz von weiterem 
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Vitamin K2 ist in beiden Fällen in der Lage, die Ratio wieder zu reduzieren, in 
nierengesunden Tieren mit signifikantem Unterschied gegenüber reiner Warf + K1- Fütterung. 
In der Vena femoralis sind diätbedingte Veränderungen der Ratio weniger deutlich, die Media 
ist hier in allen Gruppen 5- 10 mal so dick wie die Intima. Insgesamt ist die Ratio in der AVF- 
Vene 5 -40 Mal höher als in der nicht operierten Vena femoralis. 
 
Abb. 15: Ratio [Tunica Intima(µm)/ Tunica Media(µm)], dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichungen 
und Signifikanzen. Die Entnahmezeitpunkte und Ebenen wurden für diese Abbildung gepoolt. Abb. 15a zeigt 
die Ratio in der Fistelvene, Abb. 15b die Ratio in der nicht operierten Vena femoralis. Die unterschiedliche 
Skalierung der y- Achse ist zu beachten. 
Absolute Schichtdicke in AVF- Vene und Vena femoralis 
Weiterhin kann ein futterabhängiger Effekt auf die absolute Intima- und Mediadicke in der 
AVF- Vene festgestellt werden (siehe Tab. III im Anhang). Eine Behandlung mit Warf + K1 
fördert die intimale Hyperplasie und gleichzeitig einen medialen Rückgang im Vergleich zur 
Gruppe mit normalem Futter (Gr. 1). Der Effekt ist insgesamt in nierengesunden Tieren 
stärker als in CKD- Tieren. Ein Zusatz von Vitamin K2 zur Warf + K1- Diät führt zu einer 
4 Ergebnisse 
 
59 
weniger starken intimalen Verdickung. Auch diese Beobachtung ist in nierengesunden Tieren 
etwas deutlicher als in mit Adenin behandelten Tieren.  
Eine Veränderung der absoluten Mediadicke durch Zugabe von Vitamin K2 zur Warf + K1- 
Diät in gesunden oder urämischen Tieren ist insgesamt nicht zu sehen. Adenin alleine steigert 
die Intimadicke nur wenig und reduzierte die Mediadicke so gut wie nicht.  
Insgesamt führt die Arterialisierung der untersuchten Vene allein zu einer 5 bis 20- fachen 
Verdickung der intimalen Gefäßschicht der AVF- Vene im Vergleich zur Vena femoralis (vgl. 
Tab III im Anhang und Tab. IV im Anhang). Dagegen kann nur eine geringe Steigerung 
der medialen Dicke nach AVF- Anlage beobachtet werden, die Media der AVF- Vene ist, im 
Vergleich zu Vena femoralis, unabhängig von Gruppe und Entnahmezeitpunkt maximal etwa 
um 50 % verdickt. Durch diese ungleichen Verdickungen entstandene Unterschiede an der 
prozentualen Verteilung der Schichten an der gesamten Gefäßwand wurden in Abb. 14 
abgebildet.  
Ebenenabhängigkeit der absoluten Schichtdicke von Intima und Media in der AVF- Vene 
Abb. 16 zeigt, dass in Intima der Gruppen 2 und 3 eine ebenenabhängige Verdickung zu 
beobachten ist während sich in der Media kein Effekt der Position auf die absolute Dicke 
nachzuweisen ist. In der Intima offenbart sich eine stärkere Verdickung in den proximal 
gelegenen Ebenen L3- L6, hier sind die Arterie und die Vene bereits getrennt. Die stärkste 
Hyperplasie erfolgt somit von Seiten der Intima an Stelle der getrennten arterialisierten Vene 
in Anastomosenähe. 
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Abb. 16: Intima- und Mediadicke in Abhängigkeit der Ebene in der AVF- Vene. Die Definition der Lagen L1- 
L6 kann in Abb. 16a betrachtet werden. (A= Arterie, V= Vene) Abb. 16b und 16c zeigen Mittelwerte, die 
Standardabweichungen sind aus Gründen der Übersicht nicht abgebildet. Die drei verschiedenen 
Entnahmezeitpunkte wurden für das Diagramm gepoolt. 
4.1.7 Kalzifizierung 
Van Kossa- positive, also kalziumphosphathaltige AVF- Venen finden sich in allen Gruppen 
zu fast allen Opferungszeitpunkten. In der kontralateralen, nicht operierten Vena femoralis 
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wird in Gruppe 2 und Gruppe 3 jeweils in der Tunica Media der Nachweis einer beginnenden 
Kalzifizierung in Form gekörnter, vK- positiver Rückstände erbracht.  
 
Abb. 17: Van Kossa- Färbungen in AVF- Venen und Arteria und Vena femoralis von Versuchstieren. Alle 
schwarz gefärbten Bereiche weisen Kalziumphosphat- Ablagerungen auf. Beginnende (Abb. 17a, 17b) und 
fortgeschrittene (Abb. 17c, 17d) Kalzifizierung von Neointimaler Hyperplasie in der Vene der AV- Fistel, kein 
Nachweis von Kalziumphosphat in kontralateralen Gefäßen. (Abb. 17e, 17f). Alle Venen stammen von Tieren 
aus der chronisch niereninsuffizienten Gruppe 4 und wurden nach sechs (Abb. 17a, 17b) bzw. 12 (Abb. 17c- f) 
Wochen nach AVF- Anlage entnommen. (A= Arterie, V= Vene) Vergrößerung 100- fach (Abb. 17a, 17c, 17e) 
und 400- fach (Abb. 17b, 17d, 17f). 
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Kalzifizierung verschiedener Schichten der AVF- Vene in Abhängigkeit der Entnahmewoche  
Kalziumphosphat- Anlagerungen sind in allen Gruppen zu fast allen 
Beobachtungszeitpunkten im Bereich des Anastomosefadens und somit am OP- Trauma 
lokalisiert (Tab. 5) Bildet man den Durchschnitt aus allen Gruppen und Entnahmewochen ist 
sowohl die Intima als auch die Media der AVF- Vene häufig kalzifiziert, in der Adventitia 
können Kalkkristalle nur vereinzelt nachgewiesen werden.  
Auffällig ist eine zeitabhängige Zunahme der Häufigkeit des Kalknachweises sowohl in 
Intima als auch in Media. Ausnahmen finden sich in Gruppe 5 (Vene Intima) und Gruppe 6 
(Vene Intima und Vene Media), in welchen häufiger Kalkablagerungen in Entnahmewoche 
sechs als in Entnahmewoche zwölf dokumentiert wurden. Eine genaue Beschreibung der 
inferentiellen Vergleiche der Kalzifizierung findet sich im Kapitel „Signifikanzen 
(inferentielle Ergebnisse)“. 
Der höchste Anteil an Kalzifizierungen, die in der gesamten Vene zu sehen sind, befindet sich 
in Gruppe 2, welche eine mit Warf + K1 angereichertes Futter erhielt (65 % in 
Entnahmewoche 12) sowie in Gruppe 4 (CKD; 69,05 % in Entnahmewoche 12). Gleichzeitig 
ist in diesen Gruppen auch der Anteil der medial verkalkten Venen am Höchsten (53,66 % in 
Entnahmewoche 12 in Gruppe 2 bzw. 38,1 % in Entnahmewoche 12 in Gruppe 4). Die 
Gruppen mit der geringsten relativen Kalzifizierung in der gesamten Vene bleiben Gruppe 1 
mit 22,22 % und Gruppe 6 mit 15,63 % verkalkten Venen 12 Wochen nach AVF- Anlage.  
In Gruppen mit Beigabe von Vitamin K2 zur Warf + K1 bzw. CKD + Warf + K1 Diät kann 
eine Reduzierung der relativen Kalzifizierung erreicht werden. Betrachtet man Gruppe 2 
(Warf + K1) und Gruppe 3 (Warf + K1 + K2), kann durch Zugabe von Vitamin K2 eine 
Reduktion der Kalzifizierung von 34,48 % auf 10 % nach sechs Wochen und von 65,85 % auf 
34,48 % nach zwölf Wochen gemessen werden. Vergleicht man die bis auf die Vitamin K2- 
Zugabe identischen Gruppen 5 und 6 ist eine ähnliche Abnahme zu beobachten. 
Schlussfolgernd zeigt sich eine Reduktion der Kalzifizierung durch Vitamin K2- Zugabe in 
AVF- Venen von gesunden und urämischen Ratten unter Warf + K1- Diät. 
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Gr. Diät Woche 
Anastomose- 
faden Kalk 
[%] 
Vene 
gesamt 
Kalk 
[%] 
Vene 
Intima 
Kalk 
[%] 
Vene 
Media 
Kalk 
[%] 
Vene 
Adventitia 
Kalk [%] 
1 normales Futter 3 8,33 0,00 0,00 0,00 0,00 
1 normales Futter 6 11,11 8,33 8,33 0,00 0,00 
1 normales Futter 12 25,93 22,22 22,22 7,41 0,00 
2 Warf + K1 3 13,79 3,45 3,45 0,00 0,00 
2 Warf + K1 6 17,24 34,48 24,14 24,14 0,00 
2 Warf + K1 12 58,54 65,85 41,46 53,66 19,51 
3 Warf + K1 + K2 3 3,33 6,67 0,00 3,33 3,33 
3 Warf + K1 + K2 6 16,67 10,00 10,00 0,00 0,00 
3 Warf + K1 + K2 12 13,89 36,11 27,78 16,67 5,56 
4 CKD 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
4 CKD 6 16,67 39,58 31,25 18,75 0,00 
4 CKD 12 40,48 69,05 64,29 38,10 0,00 
5 CKD + Warf + K1 3 0,00 3,57 0,00 3,57 0,00 
5 CKD + Warf + K1 6 22,22 61,11 61,11 11,11 0,00 
5 CKD + Warf + K1 12 22,22 38,89 19,44 25,00 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 19,44 22,22 22,22 2,78 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 37,50 15,63 15,63 0,00 0,00 
Tab. 5: Prozentuale Kalzifizierung in verschiedenen Gefäßschichten je Gruppe und Entnahmewoche in AVF- 
Venen und am Anastomosefaden. Die sechs Ebenen der AVF- Vene wurden für diese Auswertung gepoolt, 
gezeigt sind Mittelwerte. Nicht gezeigt: prozentuale Kalzifizierung in kontralateralen Gefäßen derselben Tiere 
(vgl. Tab. V im Anhang). 
Kalzifizierung verschiedener Schichten der Vena femoralis in Abhängigkeit der 
Entnahmewoche  
Beim Vergleich der relativen Häufigkeit der Kalzifizierung der Vena femoralis (Tab. V, siehe 
Anhang) wird ein Gruppenunterschied deutlich. Gruppe 2 (Warf + K1) ist im Bereich der 
Tunica Media zu allen drei Entnahmezeitpunkten sehr häufig kalzifiziert (80- 100 %). In 
Media der Gruppe 3 (Warf + K1+ K2) kann ebenfalls in allen drei Entnahmewochen 
Kalziumphosphat nachgewiesen werden (20- 50 %). Bei den beschriebenen medialen 
Ablagerungen handelt es sich um einzeln auftretende, körnige kristalline Strukturen, Zeichen 
ausgiebiger Kalzifizierung sind in der Vena femoralis nicht zu erkennen. In allen anderen 
Gruppen können keine Anzeichen von Kalzifizierung nachgewiesen werden.  
Kalzifizierung der gesamten AVF- Vene in Abhängigkeit der Entnahmewoche  
Die relative Kalzifizierung der gesamten AVF- Vene (Abb. 18) zeigt eine 
Gruppenabhängigkeit, auch ein Einfluss des Entnahmezeitpunktes kann nachgewiesen 
werden. Betrachtet man die für alle Ebenen gepoolten Wahrscheinlichkeiten, sind bereits die 
AVF- Venen gesunder Tiere nach normaler Diät nach sechs Wochen zu 8,33 und nach 12 
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Wochen zu 22,22 % kalzifiziert. Die Häufigkeit der Kalzifizierung wird durch einen 
urämischen Hintergrund (Gruppen 3 bis 6) in Entnahmewoche sechs und 12 gesteigert.  
Eine Zugabe von Warf + K1 erhöht die Kalzifizierung in gesunden Tieren deutlich und in 
Abhängigkeit der Entnahmewoche. In urämischen Tieren kann in Entnahmewoche drei und 
sechs eine Steigerung der Kalzifizierungswahrscheinlichkeit durch Warfarinbehandlung 
beobachtet werden, in Woche 12 liegt die Häufigkeit für urämische Tiere mit Warfarindiät 
unter der der urämischen Tiere mit normaler Diät.  
Vitamin K2 zeigt einen Effekt auf die relative Kalzifizierung in AVF- Venen gesunder und 
CKD- Tiere zu allen untersuchten Zeitpunkten. Eine Zugabe von Vitamin K2 zu normalem 
oder Warf + K1- haltigem Futter kann in gesunden und urämischen Ratten die Kalzifizierung 
absenken. So fällt z.B. die Häufigkeit in Gruppe 6 (CKD + Warf + K1 + K2) in 
Entnahmewoche 12 auf etwa 16 % herab. Damit kann hier zu diesem Zeitpunkt eine kleinere 
Kalzifizierungswahrscheinlichkeit ermittelt werden als in Gruppe 1 mit normalem Futter 
(22,22 %).  
Die Kalzifizierung der AVF- Vene zeigt keine Abhängigkeit von der Ebene (Werte nicht 
gezeigt), weswegen die Ebenen für Abb. 18 gepoolt werden konnten.  
 
Abb. 18: Relative Kalzifizierung in der gesamten AVF- Vene in Abhängigkeit der Entnahmewoche, dargestellt 
als Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen und gepoolt für die Ebenen.  
Signifikanzen (inferentielle Ergebnisse) 
Für die inferentielle Auswertung wurden die Kalzifizierungswahrscheinlichkeiten aller 
Sonderdiäten mit denjenigen von Gr. 1 (normales Futter) verglichen. Eine inferentielle 
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Auswertung der Kalzifizierung in der Vena femoralis ist auf Grund der in allen Gruppen 
identischen Ergebnisse für „Anastomosefaden“ und „Vene Intima“ sowie der zu geringen 
Streuung in der Variable „Vene Media“ nicht möglich.  
Ein Einfluss von Diät (p =0,0023) und Entnahmewoche (p <0,0001) auf die Kalzifizierung in 
der gesamten AVF- Vene ist klar erkennbar. Hervorzuheben ist ein signifikanter Unterschied 
im paarweisen Vergleich zwischen normalem Futter und CKD (Gr. 1 zu Gr. 4; p =0,0039), 
normalem Futter und CKD + Warf + K1 (Gr. 1 zu Gr. 5; p =0,008) sowie normalem Futter 
und Warf + K1 (Gr. 1 zu Gr. 2; p =0,0017). Zwischen den Gruppen normales Futter zu Warf + 
K1 + K2 und normales Futter zu CKD + Warf + K1 + K2 kann kein signifikanter Unterschied 
gefunden werden (p =0,3474 bzw. p =0,7768). Zusammenfassend kann also eine signifikante 
Verstärkung der Kalzifizierung in der AVF- Vene durch Warf + K1, CKD sowie CKD + Warf 
+ K1 gezeigt werden.  
Für „Vene Intima“ zeigt die Entnahmewoche (p <0,0001) einen signifikanten Einfluss auf die 
Kalzifizierungswahrscheinlichkeit, die Diät (p =0,0728) ist jedoch nicht signifikant. Die 
paarweisen Vergleiche liefern zusätzlich einen Unterschied zwischen normalem Futter und 
CKD (p =0,0152) sowie normalem Futter und CKD + Warf + K1 (p =0,0517). In der „Vene 
Media“ kann die Diät (p =0,0027) sowie die Opferungswoche (p =0,0008) als Einfluss 
nehmend auf die Kalzifizierung ermittelt werden. Die Sonderdiäten CKD (p =0,03333) sowie 
Warf + K1 (p =0,007) zeigen einen signifikanten Unterschied zu normalem Futter.  
4.1.8 Immunhistochemie 
 MGP 4.1.8.1
Die Auswertung der vier immunhistochemisch nachgewiesenen Formen von Matrix Gla 
Protein (MGP) wurde auf verschiedene Arten durchgeführt. Der Anteil der für carboxyliertes 
MGP (cMGP) und untercarboxyliertes MGP (ucMGP)- positiven Zellen wurde ähnlich wie 
z.B. Vimentin, Desmin und SMA auf Intima und Media der L3- Region der AVF- Vene 
ermittelt. Hier wurden vier Gesichtsfelder je Gefäßschicht auf Anzahl positiver Zellen und 
Gesamtzellzahl ausgezählt. Phosphoryliertes (pMGP) und nicht phosphoryliertes MGP 
(npMGP) wurde dagegen als absolut anwesend oder nicht anwesend in Intima oder Media 
einer AVF- Vene analysiert und festgehalten.  
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cMGP/ ucMGP 
cMGP und ucMGP sind häufige Bestandteile von Zellen oder extrazellulärer Matrix in Tunica 
Intima und Tunica Media. Auffällig ist ein starker Nachweis im Bereich um eine bestehende 
oder an einer entstehenden Kalzifizierung, welcher sowohl bei cMGP als auch bei ucMGP 
erbracht werden kann. Wie in Abb. 19 gezeigt korrelieren die Stellen mit besonders starkem 
Vorkommen des carboxylierten und nicht carboxylierten Proteins mit den Stellen von 
Kalziumphosphat- Vorkommen.  
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Abb. 19: Gefärbte Serienschnitte einer AVF- Vene. EvG (Abb. 19a) und vK (Abb. 19b) zeigen starke NIH und 
Kalzifizierung der Neointima. Die Antikörper für cMGP (Abb. 19c, 19d) und ucMGP (Abb. 19e, 19f) binden an 
Zellen der Intima und Media (hier nicht gezeigt) und besonders stark im Bereich der kalzifizierten Stelle. Die 
gezeigte Fistel gehört zu einem Tier aus Gruppe 6 und Entnahmewoche 12 (V= Vene). Vergrößerung 100- fach 
(Abb. 19a- 19c, 19e) und 400- fach (Abb. 19d, 19f). 
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Anteile von cMGP, ucMGP und ihre Ratio in der AVF- Vene in Abhängigkeit der 
Entnahmewoche 
Die nach Entnahmewochen getrennten Ergebnisse der prozentualen Anteile für cMGP- und 
ucMGP- positiver Zellen sowie deren Ratio in der AVF- Vene können im Anhang unter 
Tabelle VI betrachtet werden. Da weder für cMGP, ucMGP noch für die Ratio eine 
Abhängigkeit des Entnahmezeitpunktes festzustellen ist, wird auf eine diagraphische 
Darstellung nach Entnahmezeitpunkt verzichtet.  
Für cMGP sind in Intima und Media deutliche Gruppenunterschiede zu erkennen, sie liegen 
insgesamt zwischen 40 und 70 %. Besonders hohe Anteile finden sich in Gruppe 3 (Warf + 
K1 + K2) und Gruppe 6 (CKD + Warf + K1 + K2), hier können in der Intima zwischen 65,25 ± 
9,10 und 82,31 ± 7,42 % und in der Media zwischen 57,66 ± 10,43 und 76,62 ± 14,76 % 
cMGP + - Zellen nachgewiesen werden. Während im Zeitverlauf in den meisten Gruppen 
keine Änderung oder leichte Rückgang des Anteils cMGP + - Zellen zu sehen ist erkennt man 
in Gruppe 3 einen Anstieg für beide Gefäßschichten. Die Anteile für ucMGP liegen in Intima 
und Media häufig in der gleichen Größenordnung wie die Werte von cMGP, in Gruppe 4 sind 
sie dagegen immer 20 % höher. In den Gruppen 3 und 6, die auch über die niedrigsten Anteile 
ucMGP + - Zellen verfügen, sind in Intima und Media immer um etwa die Hälfe weniger 
ucMGP + - Zellen zu finden als es für cMGP der Fall ist. Die aus dem cMGP-Anteil durch 
den ucMGP- Anteil gebildete Ratio liegt in den meisten Gruppen zwischen 0,5 und 1,5. Eine 
Ausnahme bilden wiederholt die Gruppen 3 und 6, hier werden für Intima und Media Werte 
zwischen 1,6 ± 0,18 und 3,07 ± 2,13 ermittelt, womit sie etwa doppelt so hoch wie in den 
anderen Gruppen ausfallen. Weitere, nach oben abweichende Werte für die Ratio sind in der 
dritten Entnahmewoche von Gruppe 1 (normales Futter) messbar, zu späteren 
Entnahmezeitpunkten gehen die Werte dieser Gruppe zurück. Ein Unterschied zwischen 
intimaler und medialer MGP- Carboxylierung ist in keiner der Gruppen zu erkennen. Häufig 
steigt die Ratio im Zeitverlauf z.B. in Gruppe 5 (CKD + Warf + K1). 
Anteile von cMGP, ucMGP und ihre Ratio in der AVF- Vene gepoolt für Entnahmewochen 
Die inferentielle Analyse für cMGP zeigt in der Tunica Intima einen signifikanten 
Unterschied zwischen AVF- Vene und Vena femoralis (p =0,0005), jedoch keinen Effekt für 
die Diät und die Entnahmewoche. In Tunica Media zeigt die Diät einen signifikanten Effekt 
(p =0,0035), hier sind Gewebe und Entnahmewoche nicht Einfluss nehmend. Da der 
Entnahmezeitpunkt sowohl bei cMGP als auch bei ucMGP und deren Ratio nicht signifikant 
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ist kann für die drei Entnahmezeitpunkte gepoolt werden. Abb. 20 a-f zeigen einen Vergleich 
der für die drei Entnahmezeitpunkte gepoolten Anteile cMGP und ucMGP- positiver Zellen 
sowie deren Ratio in der AVF- Vene, in Abb. 21 a-d erkennt man die prozentualen Anteile 
für cMGP, ucMGP sowie deren Ratio in der Vena femoralis.  
In der AVF- Vene liegen die Anteile cMGP + -Zellen für die Tunica Intima und die Tunica 
Media zwischen 33,99 und 73,34 %, wobei in der Intima ein gruppenunabhängig leicht 
höherer Anteil als in der Media gemessen wird. Die niedrigsten Anteile cMGP + - Zellen 
werden in Gruppe 1 (normales Futter) und Gruppe 4 (CKD) ermittelt. In Gruppen mit Vitamin 
K2- Zugabe können die höchsten Anteile cMGP + - Zellen gemessen werden, sie liegen 
zwischen 60,25 ± 13,32 % in Media der Gruppe 3 und 73,34 ± 15,09 % in Intima der Gruppe 
6.  
Der Anteil ucMGP + - Zellen hängt in Tunica Intima signifikant von Diät (p <0,0001) und 
erfolgter Arterialisation (p <0,0001) ab. In Gruppen 1, 2, 4 und 5 erreicht ucMGP in Intima 
und Media ähnliche Werte, die trotzdem signifikante Gruppenabhängigkeit zeigen, sie liegen 
etwa zwischen 46 und 58 %. Für die beiden zusätzlich mit Vitamin K2 behandelten Gruppen 
(Gr. 3 und Gr. 6) sind die Anteile etwa ein Drittel geringer, hier werden 30- 38 % aller Zellen 
als ucMGP- positiv nachgewiesen. Die Anteile ucMGP- positiver Zellen sind in Intima und 
Media von Gruppe 3 und Gruppe 6 meist signifikant tiefer als die Anteile anderer Gruppen.  
Die aus dem Anteil cMGP- positiver durch den Anteil ucMGP- positiver Zellen gebildete 
Ratio zeigt in der Tunica Intima einen signifikanten Einfluss der Diät (p = 0,0009) und der 
Arterialisation (p =0,0479, siehe Abb. 20c, f). Für die Tunica Media ist der Parameter Diät (p 
<0,0001) signifikant. Gruppen mit CKD (0,99 in Intima und 0,64 in Media) und normalem 
Futter (1,09 in Intima und 1,06 in Media) zeigen die geringsten Werte. Insgesamt liegt die 
Ratio in allen Gruppen ohne Vitamin K2- Zugabe unter 1,4. Sowohl in gesunden als auch in 
CKD- Tieren unter Warf + K1- Diät kann ein signifikanter Anstieg in der cMGP/ ucMGP 
Ratio durch eine Zugabe von Vitamin K2 erwiesen werden. So zeigen die Gruppenpaare 2 zu 
3 und 5 zu 6 in beiden Gefäßschichten einen signifikanten Unterschied zueinander. In Tunica 
Intima und Tunica Media Vitamin K2- behandelter Tiere kann eine signifikante Steigerung 
der Carboxylierungsrate von MGP von etwa 60 % gegenüber allen nicht mit Vitamin K2 
behandelten Gruppen gemessen werden. Die Ratio der Gruppen 3 und 6 liegt zwischen 1,85 
und 2,45; was bedeutet, dass etwa doppelt so viele Zellen als cMGP- positiv identifiziert 
werden konnten wie es für ucMGP der Fall war 
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Anteile von cMGP, ucMGP und ihre Ratio in der Vena femoralis in Abhängigkeit der 
Entnahmewoche 
Die deskriptiven Ergebnisse für cMGP und ucMGP der Vena femoralis sind dem Anhang in 
Tabelle VII zu entnehmen und zusätzlich, für die drei Entnahmezeitpunkte gepoolt, in Abb. 
21 dargestellt. In der Vena femoralis sind die Anteile für cMGP + - Zellen in der Intima 
zwischen den Gruppen ähnlich, sie liegen zwischen 63,52 ± 17,50 und 79,81 ± 9,16 %. Eine 
Veränderung im Zeitverlauf lässt sich weder in der Intima noch in der Media erkennen, 
lediglich in Gruppe 3 (Warf + K1 + K2) ist eine leichte Steigerung zwischen den 
Entnahmewochen zu beobachten. Für ucMGP beobachtet man in den Gruppen 1 (normales 
Futter) und 4 (CKD) keine Veränderung und in den übrigen Gruppen einen Anstieg des 
Anteils in der Intima, ähnliche Tendenzen sind auch in der Media wiederzufinden. Lediglich 
in den Gruppen 2 (Warf + K1) und 5 (CKD + Warf + K1) ist ein leichter Rückgang sichtbar, 
der Anteil von ucMGP sinkt im Zeitverlauf jeweils um etwa 10 %. Für den Anteil von 
ucMGP in der Media werden in den Gruppen 1 und 3 auffällig niedrige Werte gemessen, sie 
liegen um 40 % für Gruppe 1 und um 23 % für Gruppe 3 und damit etwa 15- 40 % unter den 
in anderen Gruppen erreichten Anteilen.  
Die aus dem Anteil cMGP- positiver durch den Anteil ucMGP- positiver Zellen errechnete 
Ratio ist für alle Gruppen und Entnahmezeitpunkte in der Intima sehr ähnlich, sie liegt 
zwischen 0,99 ± 0,19 in Gruppe 5 und Entnahmewoche 12 und 1,68 ± 0,96 in Gruppe 3 und 
Entnahmewoche drei. In der Media werden in Gruppen 1 bis 2 sowie 6 ähnliche Werte 
erreicht. In Gruppe 3 (Warf + K1 + K2) steigt die Ratio bis auf 3,19 in Entnahmewoche 12, 
womit in der Media mehr als dreimal so viele Zellen als cMGP- positiv nachgewiesen werden 
können als es für ucMGP der Fall war. Auch in Entnahmewoche drei der Gruppe 6 (CKD + 
Warf + K1 + K2) ist eine stark erhöhte Ratio zu finden, sie liegt bei 2,88 ± 2,20. Die Gruppen 
mit den geringsten Werten und damit der geringsten Carboxylierung sind Gruppen 4 (CKD) 
und 5 (CKD + Warf + K1), hier liegen die Ratios zwischen 0,86 ± 0,54 und 1,07 ± 0,69.  
Anteile von cMGP, ucMGP und ihre Ratio in der Vena femoralis gepoolt für 
Entnahmewochen 
Die Zusammenfassung der Entnahmezeitpunkte für die Vena femoralis ist in Abb. 21 
dargestellt. Wie auch in der AVF- Vene ist in der Vena femoralis der Anteil cMGP + - Zellen 
in Tunica Intima stets höher als in Tunica Media. Er liegt für die Intima zwischen 66,85 und 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* * 
* 
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74,41 % und für die Media zwischen 50,78 und 60,72 % eine etwa gleiche Verteilung 
zwischen den Gruppen ist sichtbar.  
Der Anteil ucMGP + - Zellen ist in der Intima ebenfalls deutlich und in allen Gruppen etwa 
10 % höher als in der Media. Die Anteile für Zellen mit ucMGP- Vorkommen liegen 
zwischen 39 und 68 %, hier bildet die Gruppe 3 (Warf + K1 + K2) eine Ausnahme. In Gruppe 
3 finden sich, vor allem in der Media, besonders geringe Anteile ucMGP + - Zellen, sie liegen 
hier bei 50 % in Tunica Intima und 22 % in Tunica Media.  
Die in Abb. 21 c und 21 d dargestellte Ratio cMGP/ ucMGP zeigt in der Vena femoralis 
einen ähnlichen Trend wie in der AVF- Vene: Sowohl in gesunden als auch in urämischen 
Tieren steigt die Ratio bei einer Zugabe von Vitamin K2. Dieser Effekt ist in der Vena 
femoralis weniger stark als in der AVF- Vene, jedoch trotzdem signifikant im direkten 
Vergleich z.B. zwischen den Gruppen 5 (CKD + Warf + K1) und 6 (CKD + Warf + K1 + K2) 
in der Tunica Intima und sowohl zwischen den Gruppen 2 (Warf + K1) und 3 (Warf + K1 + 
K2) als auch zwischen den Gruppen 5 und 6 in der Tunica Media. Im direkten Vergleich 
zwischen AVF- Vene und Vena femoralis sind für Gruppe 1, 2 und 4 bis 6 ähnliche Werte der 
Ratio und damit ähnliche Carboxylierungsraten für MGP zu erkennen.  
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Abb. 21: Prozentuale Anteile cMGP- (Abb. 21a) und ucMGP- (Abb. 21b) positiver Zellen sowie deren Ratio in 
Intima (Abb. 21c) uns Media (Abb. 21d) der Vena femoralis je Gruppe. Gezeigt sind Mittelwerte mit 
Standardabweichungen für Tunica Intima und Tunica Media, die Entnahmezeitpunkte wurden für diese 
Abbildung gepoolt. 
pMGP/ npMGP 
Phosphoryliertes Matrix Gla Protein (pMGP) kann in ausnahmslos jeder AVF- Vene von 
Versuchstieren gezeigt werden. Es ist als häufiger, kern- und matrixständiger Bestandteil der 
Tunica Intima und Tunica Media in arterialisierten und kontralateralen Venen aller Gruppen 
zu finden. Zusätzlich ist es konzentriert in Regionen um eine Kalzifizierung nachweisbar. Im 
Gegensatz dazu ist nicht phosphoryliertes MGP (npMGP) nur in etwa jeder zweiten AVF- 
Vene immunhistochemisch nachzuweisen, wobei auch hier eine Lokalisation in Intima und 
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Media festzustellen ist. Genau wie bei der phosphorylierten Form sind Bereiche um eine 
Kalzifizierung stark npMGP- haltig. 
 
Abb. 22: Gefärbte Serienschnitte einer AVF- Vene, gleiches Tier und gleicher Bereich wie in Abb. 19. Zu sehen 
ist ein Bereich der AVF- Vene mit starker Hyperplasie und Kalzifizierung, die Abbildungen zeigen pMGP (Abb. 
22a, 22b) und npMGP (Abb. 22c, 22d)- Färbungen. Zellen, welche als positiv für das phosphorylierte oder nicht 
phosphorylierte Protein sind können in Intima und Media (hier nicht gezeigt) nachgewiesen werden, ein 
besonders starker Nachweis gelingt im Bereich der kalzifizierten Stelle. Die gezeigte Fistel gehört zu einem Tier 
aus Gruppe 6 und Entnahmewoche 12. (V= Vene) Vergrößerung 100- fach (Abb. 22a, 22c) und 400- fach (Abb. 
22b, 22d). 
Nachweis von pMGP/ npMGP in der AVF- Vene in Abhängigkeit der Entnahmewoche 
Der Nachweis für npMGP (Tab. 6) ist für die Tunica Intima in allen Gruppen häufiger als in 
Tunica Media. Gemittelt für alle Entnahmezeitpunkte zeigen sich in Gruppe 1 43 % aller 
AVF- Venen positiv für npMGP. Dagegen sind mindestens 60% aller AVF- Venen aus 
Gruppen mit Sonderdiäten positiv für npMGP. Die Intima aller AVF- Venen aus Gruppe 5 
(CKD + Warf + K1) enthält zu jedem Zeitpunkt npMGP- haltige Zellen. In der Tunica Media 
kann eine ähnliche Beobachtung gemacht werden, die Gruppe mit dem kleinsten Nachweis 
4 Ergebnisse 
 
75 
bildet Gruppe 1 (für Wochen gepoolt 21,67 %). Dagegen kann insgesamt in 87,78 % der 
AVF- Venen aus Gruppe 5 npMGP nachgewiesen werden.  
Eine zeitabhängige Zunahme des npMGP- Nachweises kann für die Intima in Gruppe 2, 3 und 
6 gezeigt werden, für die Media zeigt nur Gruppe 5 einen Anstieg zwischen den 
Entnahmewochen.  
   Intima Media 
Gruppe Diät 
Entn. 
woche 
pMGP 
[%] 
npMGP 
[%] 
pMGP 
[%] 
npMGP 
[%] 
1 normales Futter 3 100 0 100 0 
1 normales Futter 6 100 80 100 40 
1 normales Futter 12 100 50 100 25 
2 Warf + K1 3 100 40 100 40 
2 Warf + K1 6 100 40 100 40 
2 Warf + K1 12 100 100 100 42,86 
3 Warf + K1 + K2 3 100 40 100 0 
3 Warf + K1 + K2 6 100 60 100 80 
3 Warf + K1 + K2 12 100 100 100 66,67 
4 CKD 3 100 50 100 50 
4 CKD 6 100 100 100 25 
4 CKD 12 100 42,86 100 28,57 
5 CKD + Warf + K1 3 100 100 100 80 
5 CKD + Warf + K1 6 100 100 100 83,33 
5 CKD + Warf + K1 12 100 100 100 100 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 100 40 100 0 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 100 83,33 100 100 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 100 80 100 60 
Tab. 6: Absoluter Nachweis des Vorkommens pMGP/ npMGP positiver Zellen in Tieren je Gefäßschicht und 
Entnahmewoche in der AVF- Vene, gezeigt als Prozentwerte. 
 Vimentin, Desmin, SMA 4.1.8.2
Die Auswertung der Zytoskelettproteine Vimentin, Desmin und SMA wurde simultan auf vier 
korrespondierenden Gesichtsfeldern pro Gefäßschicht und Tier durchgeführt. Sie fand in der 
L3- Region der AVF- Vene sowie auf der kontralateralen, nicht operierten Vena femoralis 
statt.  
Bei der Auswertung der für Vimentin, Desmin und SMA positiven Zellen in Intima und 
Media der AVF- Vene sind folgende Zellphänotypen vorherrschend: in Neointima zeigen sich 
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vor allem Vimentin +, Desmin- und SMA + Myofibroblasten. Die verbleibende, meist 2- drei 
Zellschichten dicke Media besteht ebenfalls aus Myofibroblasten sowie Vimentin-, Desmin- 
und SMA + Zellen. 
 
Abb. 23: Gefärbte Serienschnitte einer AVF- Vene mit Hyperplasie und Kalzifizierung. EvG- Färbungen 
(Abb.23a, 23b) zeigen eine verdickte Neointima und eine verhältnismäßig dünne Media sowie einen großen 
Thrombus im Venenlumen. Die Zellen der Neointima sind stark Vimentin- positiv (Abb. 23c), mäßig Desmin- 
positiv (Abb. 23d) und stark SMA- positiv (Abb. 23e). (V= Vene) Vergrößerung 100- fach (Abb. 23a) und 400- 
fach (Abb. 23b- 23e). 
Anteile Vimentin-, Desmin- und SMA- positiver Zellen in AVF- Vene in Abhängigkeit der 
Entnahmewoche 
Die für die Marker Vimentin, Desmin und SMA ermittelten deskriptiven Ergebnisse in der 
AVF- Vene können in Tabelle VIII betrachtet werden, da kein signifikanter Einfluss des 
Entnahmezeitpunktes zu sehen ist, ist sie dem Anhang angefügt.  
Für die Intima kann der Anteil der Vimentin + -Zellen in allen Gruppen und zu fast allen 
Zeitpunkten als mehrheitlich ermittelt werden. Die einzige Ausnahme bildet Gruppe 1 mit 
normalem Futter in Entnahmewoche 12, hier liegt der Anteil der Vimentin + -Zellen bei 41,54 
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± 21,85 %. Desmin wird von weniger als der Hälfte der betrachteten Zellen der Intima 
expremiert, der höchste gemessenen Anteil der Desmin + -Zellen liegt bei ca. 38 %. Eine 
Abweichung von dieser Beobachtung bildet die Gruppe 2 (Warf + K1), hier kann die 
folgenden Anteile positiver Zellen ermittelt werden: Entnahmewoche drei: 61,9 ± 25,3 %, 
Entnahmewoche sechs: 41,59 ± 28,99 % und Entnahmewoche 12: 50,03 ± 13,53 %. Beim 
Vergleich der Gruppen 2 und 3 (Warf + K1 + K2) ist festzustellen, dass eine Zugabe von 
Vitamin K2 zur Warf + K1- Diät den Anteil positiver Zellen der Intima auf ein niedrigeres 
Niveau ähnlich dem anderer Gruppen senken kann. Für die SMA kann in der Tunica Intima 
ein überwiegender Anteil positiver Zellen ermittelt werden, dies ist nicht abhängig von 
Gruppe oder Entnahmezeitpunkt. Die einzige Ausnahme bildet Gruppe 1 in Entnahmewoche 
drei (38,25 ± 22,91 %) und Entnahmewoche 12 (45,15 ± 20,64 %).  
In der medialen Schicht der AVF- Vene kann für den Parameter Vimentin eine starke 
Streuung beobachtet werden, der Anteil der Vimentin + -Zellen liegt zwischen 13,61 ± 8,8 % 
in Gruppe 4 und Entnahmewoche drei und 60,03 ± 13,3 % in Gruppe 3 und Entnahmewoche 
12. Zumeist kann ein Wert von etwa 50 % positiven Zellen gemessen werden. Der Anteil der 
Desmin + - Zellen liegt permanent unter 47 %, der höchste Anteil Desmin + - Zellen kann bei 
46,82 ± 14,34 % nach Warf + K1- Diät in Entnahmewoche 12 gemessen werden. Für den 
Parameter „SMA“ findet sich in der Media ein permanent hoher Anteil positiver Zellen, die 
ermittelten Werte befinden sich zwischen 55,7 ± 16,03 % in Gruppe 6 und Entnahmewoche 
drei und 76,56 ± 7,7 % in Gruppe 2 und Entnahmewoche drei.  
Betrachtet man die Veränderung der positiven Anteile der drei Parameter im zeitlichen 
Verlauf, lassen sich keine einheitlichen Entwicklungen feststellen. Schwankungen innerhalb 
der Gruppen je Entnahmewoche können als unauffällig bezeichnet werden, weshalb die drei 
Entnahmezeitpunkte je Gruppe gepoolt in Abb. 24 gepoolt betrachtet werden. 
Anteile Vimentin-, Desmin- und SMA- positiver Zellen in Vena femoralis in Abhängigkeit 
der Entnahmewoche 
Die nach Entnahmezeitpunkt getrennten deskriptiven Ergebnisse der Vena femoralis können 
dem Anhang in Tabelle IX entnommen werden. Hier zeigt sich für Vimentin ein 
überwiegender Anteil positiver Zellen in Tunica Intima, er befindet sich meist zwischen 50 
und 70 %. In Tunica Media sind etwa 20- 45 % der Zellen positiv für Vimentin. Eine 
zeitabhängige Veränderung der Anteile lässt sich nicht feststellen.  
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Der Anteil Desmin + - Zellen liegt in der Intima meist zwischen 20 und 50 %, in der Media 
expremieren etwa 20 % dieses Protein. Eine Ausnahme bildet hier Gruppe 4 (CKD) in 
Entnahmewoche drei, hier werden sowohl in Intima (73,52 ± 22,26 %) als auch in Media 
(64,06 ± 16,86 %) besonders hohe Anteile Desmin- positiver Zellen erreicht.  
SMA expremieren etwa die Hälfte der Intimazellen, hier kann für die Gruppen 2, 3, 5 und 6 
ein zeitabhängiger Anstieg der Expression gezeigt werden. Der Überwiegende Anteil (etwa 
80 %) von Mediazellen ist ebenfalls SMA- positiv. 
Da auch in der Vena femoralis keine Unterschiede zwischen den einzelnen 
Entnahmezeitpunkten deutlich waren wurden die Daten der Entnahmewochen drei, sechs und 
12 zusammengenommen, sie sind als gepoolte Werte in Abb. 24 d- f dargestellt.  
Anteile Vimentin-, Desmin- und SMA- positiver Zellen in der AVF- Vene gepoolt für 
Entnahmewochen 
Die Abb. 24a- c betrachten Ergebnisse der AVF- Vene. Für Vimentin zeigen sich in der 
Intima ähnliche Anteile positiver Zellen in allen Gruppen, sie liegen bei 50- 56 %. Eine 
Ausnahme bildet Gruppe 2 (Warf + K1), hier ist der Anteil um etwa ein Drittel auf 77 % 
erhöht. Der Anteil positiver Zellen in der Media schwankt deutlich stärker und kann mit 42- 
84 % angegeben werden. Den geringsten Anteil Vimentin + - Zellen in der Media findet man 
mit 42 % in Gruppe 1. Insgesamt sind ca. die Hälfte aller intimalen und etwa drei Viertel aller 
medialen Zellen positiv für Vimentin. 
Der Anteil Desmin + - Zellen ist für die untersuchten Gefäßschichten dagegen deutlich tiefer 
und liegt mit Ausnahme von Gr. 2 unter 40 %. Sowohl Intima als auch Media sind 
überwiegend Desmin- negativ, einzig in Gruppe 2 (Warf + K1) kann in der Tunica Intima ein 
Wert von 51 % und in der Tunica Media ein Wert von 44 % ermittelt werden.  
(SMA) + - Zellen dominieren die untersuchten Gefäßschichten und sind in Intima und Media 
insgesamt zu etwa zwei Dritteln vertreten. Es kann eine signifikante Auswirkung der Diät auf 
den Anteil von SMA- positiven Zellen in der Intima gezeigt werden (p =0,0013). Die 
paarweisen Vergleiche der Gruppen 2 bis 6 jeweils gegen die als Referenzgruppe dienende 
Gruppe 1 liefern stets signifikante Unterschiede (p <0,0001 bis p =0,0009), die Signifikanzen 
sind aus Gründen der Übersicht nicht in der Abbildung aufgeführt. Die Intima verfügt 
zusammengenommen über einen größeren Anteil SMA + - Zellen als die Media, Werte von 
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60- 80 % werden in den Gruppen 2 bis 6 nachgewiesen. Einzig in der unbehandelten Gruppe 
1 verbleibt der Anteil SMA + - Zellen in der Intima bei 49 %.  
Betrachtet man die Gruppenunterschiede je Marker sind, bis auf die beschriebenen Ausreißer, 
nur geringe Abweichungen zu finden. Somit kann die Diät als wenig bestimmend für die 
Zusammensetzung der Zellphänotypen in Intima und Media der arterialisierten Vene der 
Versuchstiere angegeben werden, auch die inferentielle Untersuchung zeigt keinen 
signifikanten Einfluss der Diät und des Entnahmezeitpunktes auf die Anteile der positiv 
gefärbten Zellen in der Intima und Media der AVF- Vene. Eine Veränderung der Anteile 
positiver Zellen durch Zugabe von Vitamin K2 zur Warf + K1- Kost gesunder oder CKD-Tiere 
findet ebenfalls nicht statt. 
Anteile Vimentin-, Desmin- und SMA- positiver Zellen in der Vena femoralis gepoolt für 
Entnahmewochen 
Die Abb. 24 d- f betrachten Ergebnisse der Vena femoralis, hier kann bei Vimentin ein 
signifikanter Einfluss von Diät (p =0,0046) sowie Entnahmewoche (p =0,0316) gezeigt 
werden. Die paarweisen Vergleiche liefern eine signifikante Zunahme Vimentin + - Zellen 
zwischen normalem Futter und Warf + K1 + K2 (p =0,0028) sowie zwischen den 
Entnahmewochen drei und sechs (p= 0,0316). Für den Anteil Vimentin + - Zellen wird in 
Tunica Intima in allen Gruppen ein Wert über 50 % erreicht, für die Tunica Media ergeben 
sich Werte zwischen 25 und 38 %. Damit sind Intima- Zellen mehrheitlich und 
gruppenunabhängig Vimentin- positiv und Media- Zellen Vimentin- negativ.  
Der Anteil Desmin + -Zellen ist in beiden betrachteten Gefäßschichten ständig unter 50 %, 
eine Ausnahme bilden Gruppe 4 (CKD) und Gruppe 5 (CKD + Warf + K1), hier können für 
die Tunica Intima Werte von 51 und 52 % ermittelt werden. Für den Anteil Desmin- positiver 
Zellen kann die Entnahmewoche als signifikant (p =0,0013) gezeigt werden. 
Gruppenunabhängig sind Zellen der Intima häufiger Desmin + als Zellen der Media. Während 
etwa 40 % der Intimazellen Desmin expremieren kann der Marker in nur etwa einem Viertel 
der Mediazellen nachgewiesen werden.  
Vergleicht man die Anteile SMA + - Zellen können in der Vena femoralis etwa die Hälfte der 
Intimazellen und etwa 80 % der Mediazellen als positiv dokumentiert werden. Die Werte 
schwanken nur leicht innerhalb der Gruppen, ein signifikanter Einfluss von Diät oder 
Entnahmewoche ist nicht zu sehen. 
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Unterschiede in der Markerexpression zwischen arterialisierter und kontralateraler Vene 
Betrachtet man die Unterschiede zwischen AVF- Vene und Vena femoralis sind 
gegensätzliche Tendenzen besonders für die Marker Vimentin und SMA festzustellen. So ist 
in der AVF- Vene meist ein größerer Anteil von Zellen der Media positiv für Vimentin 
während in der unoperierten kontralateralen Vene stets deutlich mehr Intimazellen Vimentin 
expremieren. Durch den operativen Eingriff büßen die Intimazellen die Vimentin- Expression 
ein während die Mediazellen häufiger positiv für den Marker erscheinen. Bei SMA kann ein 
ähnlicher Effekt beobachtet werden, hier verfügt die Intima der nicht operierte Vena femoralis 
über einen geringeren Anteil SMA + - Zellen als die AVF- Vene. Im Gegensatz dazu 
expremieren Mediazellen nach dem Eingriff weniger Smooth Muscle Actin. Schlussfolgernd 
steigt durch die Fistelanlage der Anteil SMA- expremierender Zellen in der Tunica Intima 
während er in der Tunica Media zurückgeht. Für Desmin ist der Effekt der Fistelanlage auf 
die Proteinexpression ebenfalls nachweisbar, hier steigt nach der AVF- Anlage der Anteil 
Desmin + - Zellen in Tunica Media an während er in den meisten Gruppen in Tunica Intima 
abnimmt.  
Ein weiterer Unterschied fällt auf wenn man die Markerexpression in Abhängigkeit vom 
Futter zwischen AVF- Vene und Vena femoralis vergleicht. Der Anteil der für alle drei 
Proteine positiven Zellen erscheint in AVF- Vene und kontralateralen Vene der 
unbehandelten Gruppe 1 recht ähnlich. Gegenteilig dazu erkennt man in allen behandelten 
Gruppen eine Änderung der Expression nach Fistelanlage. Damit zeigt sich ein 
diätabhängiger Effekt in der Expression zwischen AVF- Vene und Vena femoralis. Nach der 
Arterialisation änderte sich die Markerexpression in allen Gruppen mit Sonderdiäten stärker 
als es für die normal gefütterte Gruppe 1 der Fall war.  
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 RunX2  4.1.8.3
Die immunhistochemische Färbung mit RunX2- Antikörpern erfolgt auf einem Schnitt der 
AVF- Vene in der Nähe von L3, für die Auswertung wird die absolute Anwesenheit oder -
Abwesenheit von positiven Zellen je Ratte separat für Intima und Media dokumentiert.  
Der Nachweis RunX2- positiver Zellen kann sowohl in Intima als auch in Media vieler 
arterialisierter Venen erbracht werden. Diese Zellen sind häufig in Regionen mit beginnender 
oder fortgeschrittener Kalzifizierung zu sehen. In kontralateralen Vena femoralis kann kein 
Nachweis für RunX2 erbracht werden. 
 
Abb. 25: AVF- Vene mit starker Hyperplasie und Kalzifizierung, vK gibt Nachweis für Kalziumphosphat- 
Herde in Intima und Media (Abb. 25a, 25b). Ein mit RunX2 angefärbter Schnitt in unmittelbarer Nähe (Abb. 
25c, 25d) zeigt positive Zellen, besonders im Bereich in der und um die Kalzifizierung gelingt eine Lokalisation 
von RunX2. Die gezeigte Fistel gehört zu einem Tier aus Gruppe 2 und Entnahmewoche zwölf. (V= Vene) 
Vergrößerung 100- fach (Abb. 25a, 25c) und 400- fach (Abb. 25b, 25d). 
Zur Auswertung werden nur AVF- Venen der Tiere aus der 12. Entnahmewoche 
herangezogen, die deskriptiven Ergebnisse sind in Tab. 7 dargestellt. Während RunX2 in 
Intima und Media in einem hohen Prozentsatz von AVF- Venen mit Sonderdiäten behandelter 
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Gruppen nachgewiesen werden kann (zwischen 66,67 und 100 %), enthalten 14,29 % der 
AVF- Venen aus Gruppe 1 (normales Futter) in Intima und 0 % in Media diesen Marker. In 
anderen Gruppen ist jede arterialisierte Vene mit RunX2 Nachweis in der Intima auch in der 
Media positiv.  
Gr. Diät Entnahmewoche Intima [%] Media [%] Vene gesamt [%] n 
1 normales Futter 12 14,29 0 14,29 7 
2 Warf + K1 12 100 100 100 6 
3 Warf + K1 + K2 12 100 100 100 4 
4 CKD 12 66,67 66,67 100 6 
5 CKD + Warf + K1 12 100 100 100 4 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 75 75 75 4 
Tab. 7: Absoluter Nachweis des Vorkommens RunX-2 positiver Zellen in Tieren aus Entnahmewoche 12 je 
Gefäßschicht und in der gesamten AVF- Vene. Gezeigt sind Prozentwerte der RunX-2 positiven AVF- Venen 
und der Stichprobenumfang in jeder Gruppe. 
 CD68 4.1.8.4
Die Analyse CD68 + - Zellen fand als Dokumentation absoluten Vorkommens in Intima oder 
Media je Tier statt. Sie wurde auf einem Schnitt der AVF- Vene in L3- Nähe sowie auf der 
kontralateralen Vene durchgeführt.  
Zellen, welche positiv für den Makrophagen/ Monozyten- spezifischen Marker CD68 sind, 
können immunhistochemisch nicht in jeder AVF- Vene nachgewiesen werden. Falls sie, wie 
in Abbildung 12 jedoch sichtbar gemacht werden können, so sind sie meist in der Neointima 
zu sehen. In der Tunica Media wird ein Nachweis von CD68 + - Zellen nur vereinzelt 
erbracht. 
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Abb. 26: AVF- Vene mit starker Neointimaler Hyperplasie. Die 400- fache Vergrößerung (Abb. 26b, 26d) zeigt 
Bereiche der Neointima und das Lumen der Vene mit CD68+ - Zellen. Die gezeigte AVF- Vene gehört zu einem 
nach 12 Wochen geopferten Tier aus Gruppe 4. (V= Vene) Vergrößerung 100- fach (Abb. 26a, 26c) und 400- 
fach (Abb. 26b, 26d). 
Zur Analyse der in der Gefäßwand enthaltenen Makrophagen werden AVF- Venen von 
Tieren aus Entnahmewoche 12 herangezogen. Der Makrophagenmarker CD68 wird, wie in 
Tab. 8 gezeigt, insgesamt in etwa 20 % AVF- Venen in Intima und in 7 % der AVF- Venen in 
Media gezeigt. In Gruppe 3 (Warf + K1 + K2) können weder in Intima noch in Media CD68 + 
- Zellen nachgewiesen werden.  
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Gr. Diät Entnahmewoche Intima [%] Media [%] Vene gesamt [%] n 
1 normales Futter 12 14,29 0,00 14,29 7 
2 Warf + K1 12 33,33 0,00 33,33 6 
3 Warf + K1 + K2 12 0,00 0,00 0,00 5 
4 CKD 12 33,33 16,67 33,33 6 
5 CKD + Warf + K1 12 25,00 0,00 25,00 4 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 25,00 25,00 50,00 4 
Tab. 8: Absoluter Nachweis des Vorkommens CD68- positiver Zellen in Tieren aus Entnahmewoche 12 je 
Gefäßschicht und in der gesamten Vene. Gezeigt sind Prozentwerte der CD68- positiven AVF- Venen und der 
Stichprobenumfang in jeder Gruppe. 
 TUNEL/ PCNA 4.1.8.5
Die Auswertung der Marker TUNEL (Apoptose) und PCNA (Proliferation) erfolgt 
gleichzeitig auf vier analogen Gesichtsfeldern pro Gefäßschicht und Tier. Sie findet in der L3- 
Region der AVF- Vene sowie auf der kontralateralen, nicht operierten Vena femoralis statt. 
Zur inferentiellen Analyse wird die aus dem Anteil apoptotischer durch den Anteil 
proliferierender Zellen gebildete Ratio in der AVF- Vene herangezogen.  
Ein Vorkommen apoptotischer, mit Hilfe der TUNEL- Reaktion nachzuweisender Zellen 
kann in Tunica Intima und Tunica Media dokumentiert werden. Apoptotische Zellen sind 
recht häufig, wie bei anderen bereits beschriebenen Markern (z. B. allen MGPs) ist eine 
deutliche Ansammlung positiver Zellen im Bereich starker NIH und Kalzifizierung sichtbar. 
Interessanter Weise sind Regionen mit beginnender Kalzifizierung häufig nicht mit TUNEL 
angefärbt (vgl. Abb. 27, rot eingekreiste Bereiche). PCNA- positive und damit proliferierende 
Zellen sind insgesamt seltener zu sehen, können jedoch auch in jedem betrachteten 
Gesichtsfeld identifiziert werden. Sie sind häufig in Bereichen der Neointimalen Hyperplasie 
und hier besonders in randständigen „Wachstumszonen“ anzutreffen. 
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Abb. 27: AVF- Vene mit starker NIH und bestehender sowie beginnender Kalzifizierung (rot eingekreist), vK- 
Färbungen erlauben einen Nachweis von Kalziumphosphat in der Intima (Abb. 27a, 27b). Ein mit TUNEL 
(Abb. 27c) oder PCNA (Abb. 27d schwarze Pfeile) behandelter Schnitt zeigt apoptotische oder proliferierende 
Zellen. Die gezeigte AVF- Vene gehört zu einem 12- Wochen Tier aus Gruppe 6. (V= Vene) Vergrößerung 100- 
fach (Abb. 27a) und 400- fach (Abb. 27b- 27d). 
Anteile TUNEL- und PCNA positiver Zellen sowie deren Ratio in der AVF- Vene in 
Abhängigkeit der Entnahmewoche 
Tabelle X beschreibt die nach Entnahmezeitpunkten getrennten Ergebnisse für TUNEL, 
PCNA und deren Ratio in der AVF- Vene und kann im Anhang ausführlich betrachtet 
werden. Da keine signifikante Auswirkung des Entnahmezeitpunktes auf die Anteile TUNEL- 
oder PCNA- positiver Zellen oder deren Ratio zu sehen ist wird auf die graphische 
Darstellung verzichtet. 
Für den Anteil TUNEL + - Zellen ergeben sich in Intima und Media kaum Veränderungen 
innerhalb der Gruppen im Zeitverlauf. Die Gruppen mit zwischen dritten und zwölften 
Entnahmewoche steigenden Apoptoseraten sind Gruppe 3 und 4 in der Media und Gruppe 6 
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in der Intima. Für die meisten Gruppen und Zeitpunkte schwankt der Anteil TUNEL + - 
Zellen zwischen 30 und 70 %. Im Gegensatz dazu sinkt der Anteil PCNA + - Zellen in den 
meisten Gruppen im Zeitverlauf, häufig um 10- 20 %. Auffällig sind die in Gruppe 2 und 3 
stark erhöhten Werte in Intima und Media zu den Entnahmewochen drei und sechs, sie liegen 
in der Tunica Intima zwischen 63,71 ± 17,12 und 81,33 ± 8,11 %. In Gruppe 1 findet man zu 
allen Zeitpunkten niedrige Anteile PCNA + - Zellen in Intima und Media, sie können 
zwischen 17,69 ± 14,27 und 30,78 ± 12,59 % eingeordnet werden. Auf Grund dieser 
niedrigen Werte proliferierender Zellen in Gruppe 1 kann eine Ratio zwischen 1,57 und 1,99 
für die Intima und 1,63 und 4,22 für die Media ermittelt werden, sie liegt hier für beide 
Schichten häufig um 50 % höher als in anderen Gruppen. Weitere auffällige Werte des 
Apoptoseratios finden sich jeweils in der 12. Entnahmewoche der Gruppen 4 (CKD) und 6 
(CKD + Warf + K1 + K2). Sie liegen alle höher als 2,2; womit in diesen Gruppen zu diesen 
Entnahmezeitpunkten mehr als doppelt so viele Zellen apoptotisch werden wie das Zellen 
proliferieren.  
Anteile TUNEL- und PCNA positiver Zellen sowie deren Ratio in der Vena femoralis in 
Abhängigkeit der Entnahmewoche 
Die in Tabelle XI im Anhang dargestellten Werte zeigen TUNEL- sowie PCNA- positive 
Zellen und ihre Ratio in der Vena femoralis. Für TUNEL sind in der Intima keine großen 
Schwankungen zwischen den Gruppen zu erkennen, der Anteil apoptotischer Zellen liegt 
zwischen 39,99 ± 17,12 % in Gruppe 1 und Entnahmewoche sechs und 68,98 ± 13,01 % in 
Gruppe 2 und Entnahmewoche 12. Während in den Gruppen 1 bis 3 keine Veränderung bzw. 
eine Zunahme im Zeitverlauf beobachtet werden können sinkt der Anteil TUNEL + - Zellen 
in allen Gruppen mit urämischen Tieren zwischen Entnahmewoche drei und 12 meist um 
mehr als 10 %. Diese Beobachtung bleibt in der Media bestehen, Gruppen 3 bis 6 zeigen im 
Zeitverlauf weniger apoptotische Zellen während in Gruppe 1 ein etwa gleich bleibender 
Anteil und in Gruppe 2 (Warf + K1) eine Zunahme zu beobachten ist. Für PCNA sind in 
Intima und Media für Gruppe 2 mit etwa 70 % besonders hohe Anteile und für Gruppe 4 
(CKD) mit etwa 25 % besonders niedrige Anteile positiver Zellen zu sehen. Während hier 
aber in Gruppen mit normalem Futter, Warf + K1 oder Vitamin K2- Zugabe ein gleich 
bleibender Anteil oder gar Rückgang der Zellproliferation im Zeitverlauf zu beobachten ist, 
steigt der Anteil PCNA + - Zellen in Gruppe 4 (CKD) und 5 (CKD + Warf + K1) an. Die 
Apoptoseratios verbleiben in den meisten Gruppen zu fast allen Zeitpunkten zwischen 0,8 und 
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1,30 für die Intima und 1,0 und 1,80 für die Media. Auffällig ist jedoch der deutlich und zu 
allen Zeitpunkten erhöhte Wert der mit Adenin gefütterten Gruppe 4, er liegt für Intima und 
Media zwischen 2,02 ± 1,48 und 8,22 ± 0, 83. 
Anteile TUNEL- und PCNA positiver Zellen in der AVF- Vene gepoolt für Entnahmewochen 
Die in der Abb. 28 a- d dargestellten Diagramme zeigen die Anteile TUNEL- sowie PCNA 
positiver Zellen in Tunica Intima und Tunica Media in AVF- Vene und Vena femoralis 
jeweils gepoolt für die Entnahmewochen.  
Der Anteil TUNEL + - Zellen in der AVF- Vene offenbart wenig Unterschiede zwischen den 
Gruppen. Auffällig ist ein im Vergleich zu anderen Gruppen erhöhter Wert in Intima (70,18 ± 
13,81 %) und Media (55,77 ± 21,77 %) der mit Warf + K1 + K2 gefütterten Gruppe 3. 
Weiterhin fällt auf, dass der Anteil TUNEL + - Zellen in der Intima stehst etwa 10 % höher ist 
als in Zellen der Media.  
Als stark PCNA + können die Gruppen 2 (Warf + K1) und 3 (Warf + K1 + K2) gezeigt werden, 
hier proliferierten mindestens die Hälfte der ausgewerteten Zellen in Intima und Media. Die 
niedrigsten Werte erreicht Gruppe 1 (29,31 % in Intima und 20,26 % in Media) sowie Gruppe 
4 (35,17 % in Intima und 24,15 % in Media). Wiederum lässt sich, wie schon für TUNEL in 
der AVF- Vene beschrieben, in Tunica Intima stets ein höherer Prozentsatz PCNA + - Zellen 
nachweisen als in Tunica Media.  
Anteile TUNEL- und PCNA positiver Zellen in der Vena femoralis gepoolt für 
Entnahmewochen 
Die Anteile TUNEL + oder PCNA + -Zellen in der Vena femoralis sind in der Abb. 28 c- d 
dargestellt. In den Gruppen 1 und 3 bis 6 ergeben sich ähnliche Anteile der TUNEL + - 
Zellen, wie schon für die AVF- Vene beschrieben. Apoptose erfolgt hier in etwa 40- 50 % der 
Zellen in Intima und Media. In den Gruppen 2 (Warf + K1) und 3 (Warf + K1 + K2) sind die 
Anteile TUNEL + - Zellen in der Intima erhöht, sie liegen bei mehr als 60 %. Der Anteil 
PCNA + - Zellen in der Vena femoralis zeigt eine starke Gruppenabhängigkeit, während alle 
mit Warf + K1 gefütterten Gruppen einen im Vergleich zum normalen Futter erhöhten Anteil 
PCNA + -Zellen zeigen, können in der CKD- Gruppe 4 erniedrigte Werte gemessen werden. 
Damit sind die Anteile PCNA + - Zellen für die Vena femoralis äquivalent zu denjenigen in 
der AVF- Vene. Sie liegen für Intima etwa 30 % und für die Media etwa 50 % tiefer als in der 
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normal gefütterten Gruppe 1. Die sich am deutlichsten nach oben absetzende Gruppe 2 erzielt 
70 % PCNA + -Zellen in Intima und 56 % in der Media. 
 
Abb. 28: Prozentuale Anteile TUNEL- und PCNA- positiver Zellen in der AVF- Vene (Abb. 28a, b) und der 
Vena femoralis (Abb. 28c, d) je Gruppe. Gezeigt sind die für Tunica Intima und Tunica Media erzielten 
Ergebnisse, die Entnahmewochen wurden für diese Diagramme gepoolt. Dargestellt sind Mittelwerte mit der 
zugehörigen Standardabweichung. 
Apoptoseratio in der AVF- Vene und Vena femoralis gepoolt für Entnahmewochen 
Die inferentielle Auswertung des Ratio TUNEL/ PCNA ergibt in den AVF- Venen für die 
Intima einen signifikanten Einfluss der Diät (p <0,0001), jedoch keinen Einfluss von 
Entnahmewoche (p =0,0642) oder Gewebe (p =0,3292). Wie in Abb. 29 zu sehen ist, erreicht 
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Gruppe 1 (normales Futter) die höchsten Werte in Intima und Media, diese liegen bei 1,83 in 
der Intima und 3,02 in der Media und sind signifikant höher als fast alle Werte anderer 
Gruppen. Somit sind hier doppelt bis dreifach mehr Zellen apoptotisch als prolieferierend. Die 
erhöhten Anteile PCNA + - Zellen in Gruppen 2 und 3 führen zu besonders niedrigen Werten 
im Apoptoseratio, sie liegen für Tunica Intima und Tunica Media um 1. In Gruppen 3 bis 6 
werden relativ ähnliche Werte errechnet, sie liegen zwischen 1,55 und 2,13 für beide 
Gefäßschichten. Die Analyse der Ratios in der Media verdeutlicht ebenfalls einen 
signifikanten Einfluss der Diät (p <0,0001) und kann signifikante Unterschiede zwischen fast 
allen getesteten Diäten aufzeigen. 
Während in der AVF- Vene in Gruppe 1 ein erhöhtes Ratio ermittelt wird, kann in der Vena 
femoralis in der mit Adenin gefütterten Gruppe 4 eine starke Erhöhung berechnet werden. 
Diese lässt sich in Zusammenhang mit dem hier in der Vena femoralis gemessenen, besonders 
geringen Wert proliferierender Zellen in Verbindung bringen. In der normal gefütterten 
Gruppe 1 ergeben sich Werte um 1,7; die Ratios anderer Gruppen können in der Vena 
femoralis, etwas tiefer als bei der AVF- Vene, um den Wert 1 angegeben werden. 
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Abb. 29: Apoptoseratio in der AVF- Vene (Abb. 29a, b) und der Vena femoralis (Abb. 29c) je Gruppe. Gezeigt 
sind die für Tunica Intima und Tunica Media erreichten Mittelwerte mit der zugehörigen Standardabweichungen 
und Signifikanzen, die Entnahmewochen wurden für diese Diagramme gepoolt. 
4.2 Ergebnisse der Humanstudie 
4.2.1 Histomorphometrie humaner Gefäße (EvG) 
Die Schichtdickenbestimmung der humanen Gefäßproben findet, äquivalent zum Tierversuch, 
durch 20 Messungen der Tunica Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia je Block statt. 
Auf Grund nicht ausreichender Probeanzahl und nicht präzise durchführbarer Zuordnung der 
Fistelebene wird auf eine Unterscheidung nach Shuntalter und Ebenenbenennung verzichtet. 
Zur Darstellung der Ergebnisse wird der Median je Block errechnet über die Blöcke der Probe 
gemittelt sowie anschließend zwischen den Gruppen verglichen. Die inferentielle Auswertung 
wird mit prozentualen Anteilen von Intima und Media an der Gesamtdicke der Gefäßwand 
durchgeführt.  
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Da die Auswahl der in die Studie einzuschließenden Shuntvenen mit nachgewiesener NIH 
zusammengeht, spiegeln sich die zwischen Shuntvenen (Gruppe 1 und 2) und Kontrollvenen 
(Gruppen 3 und 4) stark unterschiedlichen Schichtanteile im histomorphometrischen 
Vergleich in Abb. 30 a- b wieder. Die absoluten Schichtdicken können zusätzlich in Tab. XII 
im Anhang eingesehen werden. Die intimalen Anteile in Shuntvenen sind prozentual 
mindestens doppelt so hoch wie in nicht operierten Venen, für die Media verhalten sich die 
prozentualen Anteile umgekehrt und zeigen signifikante Unterschiede zwischen operierten 
und unoperierten Gruppen (p =0,0007 bis p =0,0176). Vergleiche für Intima und für Media 
offenbaren weder zwischen Shuntvenen noch zwischen nativen Venen einen signifikanten 
Unterschied. 
Abb. 30c stellt die Ratio der intimalen und medialen Anteile dar und kennzeichnet sich 
ebenfalls durch einen mindestens doppelt so hohen Wert in Shuntvenen im Vergleich zu 
nativen Venen. Somit zeigt die Arterialisierung humaner Venen einen verstärkenden Einfluss 
auf die in Venen von Dialysepatienten präexistente NIH durch Steigerung des intimalen und 
Rückgang des medialen Anteils.  
Vergleicht man Daten humaner Proben mit Ergebnissen der Tierstudie (vgl. Abb. 30 mit 
Abb. 14 und 15), erweist sich die Intima der humanen Shuntvenen (Gruppen 1 und 2) stärker 
entwickelt als die der AVF- Venen des Tierversuchs. Der mediale Anteil ist dagegen ähnlich. 
Für Gruppe 3 (native Venen dialysepflichtiger Patienten) ist der intimale Anteil in Patienten 
etwa doppelt so hoch wie in den Venae femorales der Tierversuche. Weiterhin kann im 
humanen Material eine ausgeprägtere Mediadicke ermittelt werden als in unoperierten 
Tiervenen zu sehen ist, dafür  nimmt die Adventitia in Rattenvenen einen größeren Anteil an 
der Gesamtgefäßdicke ein. Für Gruppe 4 (native Venen nierengesunder Patienten) 
entsprechen die Intima- und Mediaanteile etwa den Ergebnissen der unoperierten Vena 
femoralis.  
Die für die humanen Shuntvenen ermittelte Intima/ Media Ratio beträgt durchschnittlich 2,2 
und entspricht ebenfalls den zwar stark heterogenen, aber insgesamt auch um 2 liegenden 
Werten der Tierfistelvenen. Für unoperierte Venen ist die Ratio der Dialysepatienten (Gruppe 
3) im Vergleich zu niereninsuffizienten Tieren etwa um den Faktor fünf erhöht, in 
nierengesunden Patienten entspricht sie etwa den im Tierversuch ermittelten Daten. Insgesamt 
ist eine durch niereninsuffizienten Hintergrund präexistente NIH in unoperierten 
Patientenvenen deutlich stärker ausgeprägt als es im Tiermodell zu sehen ist während das 
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Verhältnis von Intima zu Media zwischen humanen und Tierfisteln sowie zwischen 
nierengesunden Tieren und nierengesunden Patienten als vergleichbar bezeichnet werden 
kann. 
 
Abb. 30: Gruppenabhängigkeit der prozentualen Anteile für Intima (Abb. 30a) und Media (Abb. 30b) an der 
Gefäßwand der humanen Venen sowie deren Ratio (Abb. 30c). Gezeigt sind Mittelwerte mit Signifikanzen, die 
Standardabweichungen sind aus Gründen der Übersicht nicht aufgeführt. Abb. 30c zeigt zusätzlich einen 
Standardfehler von 5 %. 
Da die Kalzifizierung als Merkmal zur Gruppenzuordnung zwischen Gruppe 1 (Shuntvenen 
mit Kalk und NIH) und Gruppe 2 (Shuntvenen mit NIH) diente und in keiner der nativen 
Venen nachgewiesen werden konnte lässt sich die Anwesenheit von Kalk alleine der Gruppe 
1 zuordnen. Auf eine Darstellung in Diagramm- oder Tabellenform wird daher verzichtet. 
4.2.2 MGP 
Der Nachweis und die Lokalisation von MGP wird äquivalent zum Vorgehen in Tiergewebe 
mit Hilfe immunohistochemischer Methoden auf humanen Venen durchgeführt. Die 
Auswertung erfolgt durch Auszählung von vier bis fünf Gesichtsfeldern je Block, zunächst 
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wird je Gesichtsfeld und Block der Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl ermittelt. 
Nach Bildung des Mittelwertes je Block wird je Probe gemittelt sowie die Anteile der 
positiven Zellen je Marker und die Ratio aus dem Anteil cMGP- positiver Zellen durch den 
Anteil ucMGP- positiver Zellen je Gruppe und Gefäßschicht verglichen. Die Auswertung 
erfolgt immer getrennt für Tunica Intima und Tunica Media, inferentiell untersucht wird die 
Ratio cMGP/ ucMGP sowie pMGP/ npMGP je Gruppe.  
cMGP/ ucMGP 
Die prozentualen Anteile cMGP- und ucMGP- positiver Zellen sind nicht graphisch 
dargestellt und können im Anhang in Tabelle XIII betrachtet werden. Während Intima und 
Media der Shuntvenen (Gruppen 1 und 2) keinen Unterschied im Anteil cMGP- positiver 
Zellen zeigen und etwa 20 % positive Zellen aufweisen, ist der prozentuale Anteil für Gruppe 
3 (native Venen von Dialysepatienten) leicht erhöht und liegt bei 32,21 ± 18,02 % cMGP- 
positiver Zellen in Intima und 20,28 ± 15,74 % cMGP- positiver Zellen in Media. Gruppe 4 
(native Venen nierengesunder Patienten) zeigt eine deutlich höhere Carboxylierung, hier 
können für beide Gefäßschichten etwa um den Faktor drei erhöhte Werte ermittelt werden. 
Sie entsprechen 74,11 ± 7,59 in Intima und 59,45 ± 4,07 in Media.  
Der Anteil ucMGP- positiver Zellen liegt zwischen 10 und 16 % in Gruppen mit Shuntvenen 
(Gruppen 1 und 2), für Gruppe 3 können sie mit 26,36 ± 6,79 % in der Intima etwas häufiger 
nachgewiesen werden. In Gruppe 4 ist ein verstärktes Vorkommen von ucMGP zu sehen: in 
Intima können 41,87 ± 14,92 % der Zellen als ucMGP- positiv nachgewiesen werden, in 
Media sind es 36,51 ± 9,6 %. Damit können in beiden Schichten der untersuchten nativen 
Venen nierengesunder Patienten mindestens doppelt so viele ucMGP- positive Zellen sichtbar 
gemacht werden wie es für Shuntvenen der Fall ist.  
Die Ratio cMGP/ ucMGP kann in Abb. 31 betrachtet werden, sie ist nicht schichtabhängig 
und zeigt auch in der inferentielle Analyse keine signifikante Gruppenabhängigkeit in Intima 
oder Media. Die Ratio schwankt für beide Gefäßschichten etwa um den Wert 2. Obwohl in 
Gruppe 4 (nat. Venen nierenges. Patienten) stark erhöhte Anteile cMGP- positiver Zellen 
gesehen werden können entspricht die Ratio in Intima und Media etwa der Ratio anderer 
Gruppen. Dies hängt mit ebenfalls erhöhtem  ucMGP- Anteil zusammen.  
Der Vergleich der im Tierversuch ermittelten Ergebnisse der AVF- Venen mit Werten der 
humanen Proben (vgl. Abb. 20 mit Tab. XIII), offenbart einige Unterschiede in der 
Carboxylierung von MGP. So sind die prozentualen Anteile cMGP- und ucMGP positiver 
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Zellen in Fistelvenen der Tiere stets mindestens doppelt so hoch wie die Anteile in 
Shuntvenen, diese Beobachtung gilt für Intima und Media. In den unoperierten Venen (Venae 
femorales bei Tieren und Gruppen 3 und 4 der Humanproben) ist der Unterschied ebenfalls 
vorhanden, jedoch weniger deutlich (vgl. Abb. 21 mit Tab. XIII). Im Verhältnis 
carboxyliertes/ nicht carboxyliertes MGP können die humanen Venen höhere Werte erzielen: 
so übersteigt die Carboxylierung in der humanen Gruppe 2 (Shuntvenen mit NIH) die 
Carboxylierung der Tier- AVFs aller Gruppen ohne Zugabe von Vitamin K2 und zeigt 
besonders in der Media eine Ratio, die im Tiermodell nur unter Vitamin K2 - Gabe erreicht 
werden kann. Als Gemeinsamkeit lässt sich der höhere Anteil cMGP- positiver Zellen in nicht 
operierten Venen im Vergleich zu Shuntvenen nennen: Sowohl bei den Tieren (hier mit 
signifikanter Gruppenabhängigkeit) als auch in humanen Proben sinkt der cMGP- Anteil nach 
Arterialisierung herab. Die Ratio der kalzifizierten humanen Gruppe (Gr. 1) ist niedriger als 
die nicht kalzifizierter humaner Gruppen, auch die Ratio stark kalzifizierter Gruppen des 
Tierversuchs (z.B. Gr. 4 und 5) liegt unter der der übrigen AVF- Venen. 
 
Abb. 31: Gruppenabhängigkeit der cMGP/ ucMGP- Ratio für Intima und Media in der Gefäßwand humaner 
Venen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen, bei Media der Gruppe 2 wird die unter die x- 
Achse reichende Standardabweichung aus Gründen der Übersicht nicht aufgeführt.  
pMGP/ npMGP 
Die prozentualen Anteile pMGP- und npMGP- positiver Zellen sind, wie schon bei cMGP/ 
ucMGP, nicht graphisch dargestellt und können im Anhang in Tabelle XIV betrachtet 
werden. 
4 Ergebnisse 
 
96 
Unabhängig von Gefäßschicht und Gruppenzugehörigkeit übersteigt der Anteil pMGP- 
positiver Zellen den Anteil npMGP- positiver Zellen um das drei- bis vierfache: Während nur 
etwa 11 % (Media der Gruppe 3) bis 31 % der Zellen (Intima der Gruppe 4) als positiv für 
npMGP nachgewiesen werden können sind es für pMGP 66 % (Intima der Gruppe 1) bis 85 
% der Zellen (Intima der Gruppe 4). Eine Gruppenabhängigkeit des Nachweises ist nicht zu 
sehen. In Gruppe 4 (native Venen nierengesunder Patienten) können in Intima und Media die 
höchsten Anteile npMGP- positiver Zellen ermittelt werden.  
Die Ratio von pMGP zu npMGP kann in Abb. 32 betrachtet werden und zeigt zwischen den 
Schichten innerhalb der Gruppen keinen Unterschied, jedoch ist die Gruppenzugehörigkeit 
signifikant. Während in Gruppen 1 bis 3 mindestens fünf Mal so viele Zellen als pMGP- 
positiv zu identifizieren sind, sind es in Gruppe 4 nur etwa drei Mal so viele. Matrix Gla 
Proteine in Media der Gruppe 4 waren signifikant weniger phosphoryliert als in Media von 
Gruppen 1 (Shuntvenen mit Kalk und NIH) und 3 (native Venen von Dialysepatienten), für 
die Intima ist in allen Gruppen dieselbe Tendenz erkennbar, jedoch nicht signifikant (p =0,13 
in globaler Analyse nach Kruskal- Wallis).  
Der Vergleich der im humanen Versuchsteil ermittelten Ergebnisse zu denjenigen des 
Tierversuchs (Tab. 6 mit Tab. XIV im Anhang) legt ebenfalls Übereinstimmungen offen: 
pMGP war die häufiger anzutreffende Form des Proteins während npMGP in AVF- Venen 
von Tier und Mensch nur selten nachgewiesen werden konnte. Da die pMGP/ npMGP- Werte 
auf tierischem Gewebe als binäre Auswertung je Probe erhoben werden und keine 
unoperierten Venen untersucht werden können bietet die Untersuchung humanen Gewebes 
deutlichere Hinweise für einen Zusammenhang der Arterialisation und der u.a. 
urämiebedingten fortschreitenden Venenstenose auf die Phosphorylierung des MGP. So 
zeigen humane Venen steigende Phosphorylierung bei erhöhtem Kalzifizierungsdruck, z.B. 
durch CKD oder Arterialisierung. 
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Abb. 32: Gruppenabhängigkeit der pMGP/ npMGP- Ratio für Intima und Media in der Gefäßwand der humanen 
Venen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen und Signifikanzen. 
4.2.3 Vimentin, Desmin, SMA 
Vimentin-, Desmin- und SMA- positive Zellen werden auf humanen Venen ebenfalls 
immunhistochemisch auf vier bis fünf Gesichtsfeldern je Block ausgewertet. Sind mehrere 
Blöcke je Probe vorhanden, wird der Anteil positiver Zellen über die Blöcke gemittelt.  
Der vorherrschende Zellphänotyp in beiden untersuchten Schichten humaner Venen ist der 
Vim +, SMA +, Des- Myofibroblast. Die prozentualen Anteile der für Vimentin, Desmin und 
SMA positiven Zellen sind der Abb. 33 zu entnehmen. Vimentin- ist zwischen den Gruppen 
etwa gleich stark expremiert (kein signifikanter Unterschied, p =0,37 für Intima bzw. p =0,79 
für Media, ermittelt in globaler Analyse nach Kruskal- Wallis), der Anteil Vimentin- positiver 
Zellen liegt insgesamt zwischen 50,07 ± 0,05 und 73,68 ± 18,66 %. Innerhalb einer Gruppe 
zeigen sich Zellen der Intima stets häufiger Vim + als es für die Media zu sehen ist.  
Ein Großteil der Zellen ist negativ für einen möglichen Desmin- Nachweis, hier ist allerdings 
eine stärkere Expression in nicht operierten Venen zu erkennen. Für die Tunica Intima ist ein 
Gruppeneinfluss festzustellen (p= 0,0043), Gruppen 1 (Shuntvenen mit Kalk und NIH) und 2 
(Shuntvenen mit HIN) zeigen in Intima signifikant weniger Desmin- positive Zellen, als es für 
Gruppe 3 (native Venen dialysepflichtiger Patienten) zu sehen ist. Die Anteile Desmin- 
positiver Zellen in der Media sind homogener, wobei leicht erhöhte Anteile in nativen Venen 
im Vergleich zu Shuntvenen beobachtet werden können. 
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Der SMA- Nachweis kann in allen untersuchten Gruppen sowohl in Intima als auch in Media 
in über 50 % der Zellen erbracht werden, die höchsten Anteile zeigt die Media der Gruppen 
nativer Venen. Der Anteil SMA- positiver Zellen in Media der Gruppe 3 (native Venen von 
Dialysepatienten) ist signifikant höher als in Media der Gruppen 1 und 2, in Media der 
Gruppe 4 ist die SMA- Expression gegenüber Media der Gruppe 2 signifikant gesteigert.  
Vergleicht man die humanen Ergebnisse mit im Tierversuch ermittelten Daten, bestätigt sich 
der Myofibroblast als häufigster Zellphänotyp in Intima und Media arterialisierter Venen. Im 
Tierversuch können zwischen gruppengleichen AVF- Venen und dazugehörigen Venae 
femorales vor allem Unterschiede in der Expression von Vimentin und SMA gezeigt werden, 
in Humangewebe sind die Unterschiede geringer und in Intima nur für Desmin sowie in 
Media nur für SMA signifikant. Während die Arterialisation im Tierversuch die Vimentin- 
Expression in Media steigert, dafür aber die SMA- Expression in Intima erhöht, zeigt die 
Auswertung humaner Proben kein Anzeichen dieser Effekte. 
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Abb. 33: Gruppenabhängigkeit des Anteils Vimentin-, Desmin- und SMA- positiver Zellen in Intima und Media 
der Gefäßwand humaner Venen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen und Signifikanzen. 
4.2.4 RunX2 
Der Osteoblasten- Marker RunX2 wird in humanem Gewebe, wie bereits für tierische Venen 
beschrieben, als absoluter Nachweis je Lokalisation und Probe ausgewertet. Bei 
Untersuchung mehrerer Blöcke je Probe wird eine Lokalisation für die gesamte Probe als 
positiv gewertet, wenn auf mindestens einem Block eine Anwesenheit gezeigt werden kann.  
Der Nachweis von RunX2 kann insgesamt auf 50- 80 % der Venen erbracht werden, weder 
die Gruppenzugehörigkeit noch die Unterscheidung zwischen Shuntvene oder nativer Vene 
zeigen einen signifikanten Einfluss. Der Marker ist insgesamt etwas häufiger in Media als in 
Intima lokalisiert, die prozentualen Anteile des RunX2- Nachweises lassen sich in Tab. 9 
betrachten.  
Der Vergleich zwischen humanen und tierischen Venen (vgl. Tab. 7 mit Tab. 9) zeigt den 
Marker anwesend in fast allen arterialisierten Venen beider Spezies, zusätzlich offenbaren die 
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humanen Ergebnisse eine Anwesenheit in nicht operierten Venen unabhängig von der 
Nierenfunktion des Patienten.  
Gr. Beschreibung 
Intima 
gesamt 
[%] 
Intima 
Kalk 
[%] 
Intima 
NIH 
[%] 
Media 
gesamt 
[%] 
Media 
Kalk 
[%] 
Media 
andere 
Stelle 
[%] 
Vene 
gesamt 
[%] 
n 
1 Shuntvenen mit K & NIH 60 40 60 70 30 60 80 10 
2 Shuntvenen mit NIH 63,64 0 63,64 63,6 0 63,64 63,64 11 
3 
Nat. Venen von 
Dialysepat. 
25 0 25 50 0 50 50 4 
4 
Nat. Venen nierenges. 
Pat. 
60 0 60 80 0 80 80 5 
Tab. 9: Absoluter Nachweis des Vorkommens RunX2- positiver Zellen in humanen Gefäßen je Lokalisation und 
in der gesamten Vene. Gezeigt sind Prozentwerte RunX2- positiver Venen und der Stichprobenumfang in jeder 
Gruppe. 
4.2.5 CD68 
Auch die Auswertung des Makrophagen- und mononukleären Zellmarkers CD68 findet als 
absoluter Nachweis je Probe und Lage im Gefäß statt, zur deskriptiven und inferentiellen 
Auswertung wird die in Kapitel 3.3.5.4 beschriebene Herangehensweise gewählt.  
Das Vorkommen von Makrophagen kann in Venen aller humanen Gruppen dokumentiert 
werden (Tab. 10): Während 90 % der Shuntvenen mit Kalk und NIH (Gr. 1) CD68- 
Vorkommen zeigten, sind Makrophagen in nativen Venen seltener nachzuweisen und können 
in 25 % nativer Venen von Dialysepatienten oder 60 % nativer Venen nierengesunder 
Patienten gezeigt werden. Um die Kalkherde ist eine schwache Lokalisation nachweisbar (Gr. 
1), in der NIH oder allgemein in der Media befinden sich häufiger CD68- positive Zellen. Für 
die Lokalisationen „Intima gesamt“ und „Intima NIH“ zeigt die Gruppenzugehörigkeit einen 
signifikanten Unterschied (p =0,0208 für beide Variablen). Insgesamt kann in humanem 
venösem Gewebe deutlich häufiger ein Nachweis für Makrophagen gebracht werden als es im 
Tierversuch zu sehen ist (vgl. Tab. 8 mit Tab. 10).  
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Gr. Beschreibung 
Intima 
gesamt 
[%] 
Intima 
Kalk 
[%] 
Intima 
NIH 
[%] 
Media 
gesamt 
[%] 
Media 
Kalk 
[%] 
Media 
andere 
Stelle 
[%] 
Vene 
gesa
mt 
[%] 
n 
1 Shuntvenen mit K & NIH 80 30 80 90 20 80 90 10 
2 Shuntvenen mit NIH 36,36 0 36,36 54,55 0 45,45 63,64 11 
3 
Nat. Venen von 
Dialysepat. 
0 0 0 25 0 25 25 4 
4 
Nat. Venen nierenges. 
Pat. 
20 0 20 60 0 60 60 5 
Tab. 10: Absoluter Nachweis des Vorkommens CD68- positiver Zellen in humanen Gefäßen je Lokalisation und 
in der gesamten Vene. Gezeigt sind Prozentwerte CD68- positiver Venen und der Stichprobenumfang in jeder 
Gruppe. 
4.2.6 TUNEL, PCNA 
Die Auswertung apoptotischer und proliferierender Zellen in Intima und Media der Venen 
wird mit Hilfe der TUNEL- Reaktion (Apoptose) sowie immunhistochemisch mit Hilfe des 
PCNA- Antikörpers (Proliferation) durchgeführt. Pro Probe werden vier bis fünf 
Gesichtsfelder auf ein bis vier Blöcken ausgezählt, der Anteil positiver Zellen zunächst je 
Block und dann je Probe gemittelt. Inferentiell wird, äquivalent zum Tierversuch, die aus dem 
Anteil apoptotischer durch den Anteil proliferierender Zellen gebildete Apoptoseratio 
untersucht.  
Der Anteil apoptotischer Zellen (Abb. 34a) ist für die ersten drei Gruppen recht ähnlich und 
kann sowohl für die Intima als auch für die Media mit über 70 % angegeben werden. Gruppe 
4 (native Venen nierengesunder Patienten) zeigt in beiden Gefäßschichten weniger Apoptose, 
hier sind 47,21 ± 19,01 (Intima) oder 44,51 ± 13,54 % (Media) der Zellen TUNEL- positiv.  
Proliferierende Zellen (Abb. 34b) sind in allen untersuchten Venen insgesamt seltener, sie 
machen etwa 28- 50 % der ausgewerteten Zellen aus. Auch hier zeigen sich innerhalb einer 
Gruppe kaum Unterschiede zwischen Intima und Media, in beiden Schichten können etwa 
gleich viele PCNA- positive Zellen nachgewiesen werden. Die stärkste Proliferation kann in 
der Intima von Gruppe 3 (native Venen von Dialysepatienten) ermittelt werden.  
Die Auswertung des Ratios (Abb. 34c) offenbart keinen signifikanten Unterschied für Intima 
oder Media bei der getrennten Betrachtung der vier untersuchten Gruppen (p =0,1184 bzw. p 
=0,4751). Damit geht die Apoptoseratio in humanen Proben nicht mit nachgewiesener 
Kalzifizierung einher, in nativen Venen ist sie nicht abhängig vom Nierenstatus. Werden 
Gruppe 1 und 2 zur Gruppe „Shuntvenen“ und Gruppe 3 und 4 zur Gruppe „native Venen“ 
summiert, zeigt sich ein signifikanter Einfluss auf das Apoptoseratio in der Intima: die Ratio 
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der Shuntvenen ist gegenüber den nativen Venen gesteigert (p =0,0162, nicht in Abb. 34c 
dargestellt), für die Media ist die gleiche Tendenz erkennbar, jedoch nicht signifikant (p 
=0,3222). Insgesamt ist in Shuntvenen in Intima und Media etwa drei Mal so viel Apoptose 
wie Proliferation sichtbar, in nativen Venen liegt der Wert etwa um 1/ 3 tiefer. 
Der Vergleich des Apoptoseratios zwischen humanen und dem Tierversuch entnommenen 
Venen (vgl. Abb. 29 mit Abb. 34c) zeigt eine um etwa 30 % erhöhte Apoptoserate in 
humanen Shuntvenen im Vergleich zu AVF- Venen der Tiere, wobei die Ratio bei Zweiteren 
signifikant futterabhängig ist. Auch in nichtoperierte Venen (vgl. humane Gruppen 3 und 4 
mit Venae femorales der Tierversuche) übersteigen die Werte der Humanproben insgesamt 
diejenigen aus dem Tierversuch. Als identisches Ergebnis in beiden Spezies ist insgesamt eine 
durch Arterialisation gesteigerte Apoptoserate festzustellen. In humanen Venen erscheint eine 
Steigerung der Apoptose durch CKD möglich (nicht signifikant), in tierischen AVF Venen 
gibt es keine signifikante Steigerung der Apoptoseratio in der reinen CKD- Gruppe gegenüber 
der unbehandelten Gruppe 1. Dagegen erkennt man einen Anstieg der Apoptoseratio in Venae 
femorales der CKD- Gruppe gegenüber allen anderen Diäten. 
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Abb. 34: Gruppenabhängigkeit des Anteils TUNEL- und PCNA positiver Zellen und daraus gebildete 
Apoptoseratio in Intima und Media der Gefäßwand humaner Venen. Gezeigt sind Mittelwerte mit 
Standardabweichungen. 
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5 Diskussion  
5.1 Fistelanlage, Blutwerte und Gewichtsentwicklung der Tiere 
Eine mit Adenin (0,75 % Adenin im Versuchsfutter) induzierte Niereninsuffizienz wurde 
zuerst von Yokozawa (Yokozawa T et al. 1986) beschrieben und seitdem für zahlreiche 
Studien verschiedener durch Niereninsuffizienz hervorgerufener Effekte verwendet, auch für 
Studien an Gefäßen nutzten unsere (Langer S et al. 2010) sowie andere (McCabe K et al. 
2013) Arbeitsgruppen bereits dieses Modell. Adeninininduzierte Niereninsuffizienz führt 
unter anderem zu Hyperphosphatämie sowie erhöhtem Serumkreatinin (Yokozawa T et al. 
1986), was auch in unseren Tieren in adeningefütterten Gruppen 3 bis 6 drei Wochen nach 
Fütterungsbeginn zu sehen ist und bis zur Opferung fort besteht. Weiterhin kann eine 
Gewichtsreduktion als Folge eines Rückgangs der Gesamtkonstitution dieser Gruppen 
beschrieben werden. Da es nach Absetzen von Adenin zu einer Verbesserung der 
Nierenfunktion mit Normalisierung der Blutparameter und einer raschen Gewichtszunahme 
kommt, kann diese Form der Niereninsuffizienz als reversiv bezeichnet werden. Durch 
regelmäßige Kontrollen und Nachfütterung muss auf einen konstanten niereninsuffizienten 
Hintergrund geachtet werden. Da das Studienmodell der mikrochirurgischen Anlage einer 
AV- Fistel in der Leiste von Ratten ein zum Beginn der vorliegenden Arbeit in unserer 
Arbeitsgruppe etabliertes Verfahren darstellte (Langer S et al. 2009, Langer S et al. 2010), 
mussten nur wenige Tiere auf Grund perioperativer Probleme aus dem Versuch ausscheiden, 
insgesamt konnten 98 % der Tiere den Versuch erfolgreich beenden. 
5.2 Blutdruck in der Warfarin + K1- Gruppe 
Der mittels tail- cuff- Methode ermittelte Blutdruck in gesunden sowie in Warfarin gefütterten 
Tieren zeigt keinen Unterschied systolischer oder diastolischer Blutdruckmesssungen durch 
oder im Verlauf der Warf + K1- Gabe (Abb. 10). D'Angelo G et al. beschreiben ähnliche 
Werte für Messungen mit derselben Methode bei unbehandelten Tieren ähnlicher Merkmale 
(Gewicht, Alter) sowie desselben Tierstamms (D'Angelo G et al. 2005). Auch Krueger et al. 
konnten in nierengesunden Mäusen nach Fütterung mit Warf + K1 + K2 derselben Dosen, wie 
in der vorliegenden Studie verwendet wurden, keine Veränderung des Blutdruckes erkennen 
(Krueger T et al. 2013 a). Schlussfolgernd übt Warfarin + K1- in unserem Versuchsaufbau 
keinen Effekt auf den Blutdruck der Versuchstiere aus. Somit kann in Tieren mit 
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warfarinhaltiger Diät futterbedingte Hypertonie als modulierender Faktor im Gefäß 
vernachlässigt werden.  
5.3 Histomorphometrie (EvG) 
Venöse Arterialisation führt zu NIH der Fistelvene in unmittelbarer Anastomosenähe 
Studien zur NIH in arterialisierten Venen beschreiben diesen Vorgang als die Verdickung der 
Intima durch Proliferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen (Lemson MS et al. 2000, 
Roy- Chaudhury P und Lee TC 2007), einhergehend mit steigendem Intima/ Media Ratio 
Roy- Chaudhury P et al. 2007, Langer S et al. 2010), als „mediales Schrumpfen“ interpretiert. 
Auch die vorliegende Arbeit bestätigt eine Steigerung der Intima/ Media Ratio. Der 
Tierversuch zeigt, dass die absolute Mediadicke nach Fistelanlage nicht abnimmt. Auch in 
humanen Proben sinkt bei NIH nur der relative Anteil der Media an der Gesamtdicke der 
Vene, was den Eindruck des „medialen Schrumpfens“ erweckt. Studien, die die Morphologie 
der NIH beschreiben, kennzeichnen sie als steigende Intima/ Media Ratio oder Ratio aus 
Intimafläche/ Mediafläche, ohne die absoluten Werte heranzuziehen (Roy- Chaudhury P et al. 
2007, Langer S et al. 2010). Laut hier vorliegender Ergebnisse ließe sich die NIH genauer als 
eine Verlagerung der Ratio von etwa 1/ 5 zu etwa 2/ 1 [Intimadicke/ Mediadicke] nach 
Arterialisation beschreiben: der mediale Anteil geht nach Fistelanlage stark zurück, ohne dass 
die absolute Mediadicke schrumpft.  
Zur Ursache der NIH in AV- Fisteln werden in der Literatur zahlreiche Faktoren genannt 
(Roy- Chaudhury P et al. 2007, Lemson MS et al. 2000), die in Veränderungen der 
Hämodynamik und dem OP- Trauma zusammengefasst werden können. Eine Schädigung der 
Endothelzellen (Lemson MS et al. 2000), chirurgische Traumata und Reaktionen auf 
Fremdmaterial wie den Anastomosefaden (Konner K 2003, Roy- Chaudhury P und Lee TC 
2007, Castier Y et al. 2006), venöse Dilatation (Lemson MS et al. 2000, Schachner T et al. 
2006), Abweichungen im shear stress (Gnasso A et al. 1996, Lemson MS et al. 2000) und die 
Erhöhung der Strömungsgeschwindigkeit durch Anschluss an den arteriellen Kreislauf und 
damit einhergehende Mehrbelastung (Lemson MS et al. 2000, Schachner T et al. 2006) 
fördern die NIH. Der direkte Vergleich zwischen Fistelvene und kontralateraler Vena 
femoralis bei gleichen Diäten zeigt im Tierversuch, wie stark alleine die erfolgte 
Arterialisation zur Stenose der Fistelvene beiträgt. Wie bereits anderswo beschrieben 
(Lemson MS et al. 2000, Roy- Chaudhury P et al. 2007) ist die hier gemessene 
Intimaverdickung von Unterschieden im shear stress und Hämodynamik geprägt und daher 
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von der relativen Position in der Fistel abhängig. Dagegen übt die relative Position in der 
Fistel und damit verbundenen shear- stress- Schwankungen auf die Mediadicke kaum einen 
Einfluss aus. Da die Intima/ Media Ratio humaner Shuntvenen und Ratten- AVF- Venen 
vergleichbar sind, kann wiederholte Punktation mit Dialysenadeln nicht als wichtigen Faktor 
für NIH- Entwicklung aufgezeigt werden. Obwohl in vaskulären Verletzungen eine 
Hauptursache intimaler Hyperplasie vermutet wird (Lemson MS et al. 2000, Mnjoyan ZH et 
al. 2008, Kraiss LW und Clowes AW 1997), erzielen bekannte AVF- Modelle ohne venöse 
Punktion extensive NIH der Fistelvene (Wang Y et al. 2007, Castier Y et. al 2006, Langer S 
et al. 2010, Manning E et al. 2012). Zusätzlich können umfangreichen Komorbiditäten und 
fortgeschrittener Dialysedauer humaner venöser Grafts keine Steigerung der NIH gegenüber 
dem Tiermodell erzielen. Somit bestätigen die ähnlichen Ratios das gewählte Tier- und 
Fisteldesign als patentes Modell zur Untersuchung schnell fortschreitender Shuntstenosen im 
Kleintier mit großen morphologischen Ähnlichkeiten zu autogenen humanen Dialysegrafts.  
Jede Abweichung von der normalen Diät führt zu verstärkter NIH der Fistelvene und 
verändert die Schichtzusammensetzung der Vena femoralis 
Abweichungen von der normalen Diät führen im Tierversuch zu signifikant erhöhtem 
prozentualen Anteil der Intima und signifikant erniedrigtem prozentualen Anteil der Media an 
der Fistelvene. Auch im Vergleich der Intima/ Media Ratio ergeben sich signifikante 
Unterschiede. Auswirkungen verschiedener Diäten auf die Entwicklung der NIH sollen in den 
nächsten beiden Abschnitten diskutiert und mit in humanen Proben ermittelten Daten 
verglichen werden. In Vena femoralis zeigt die Diät einen umgekehrten, ebenfalls 
signifikanten Einfluss auf den prozentualen Anteil der Intima. Jede Diät mit Ausnahme von 
Adenin senkt den Intimaanteil.  
Bestehende NIH wurde mehrmals in unoperierten Patientenvenen bei niereninsuffizientem 
Hintergrund nachgewiesen (Wali MA et al. 2006, Lee T et al. 2011, Wasse H et al. 2012) und 
wird auch im humanen, jedoch nicht im tierexperimentellen Teil der vorliegenden Arbeit 
dokumentiert. Jedoch gelingt im Tierexperiment der CKD- induzierte Nachweis von 
Veränderungen der Schichtzusammensetzung in kleinen, nicht operierten Venen. Weiterhin 
senkt die Warfarindiät in unoperierten Venen nierengesunder oder CKD- Tiere den intimalen 
Anteil ohne zu Veränderungen des medialen Anteils zu führen, was ebenfalls vorher noch 
nicht beobachtet wurde. Potentiell könnten diese Änderungen der 
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Gefäßwandzusammensetzung als negativer Faktor für die Gefäßfunktion verstanden werden 
(Roy- Chaudhury P und Lee TC 2007).  
CKD und Warfarin + K1 erhöhen NIH der Fistelvene 
Warfarin + K1 induzieren, unabhängig von einer Niereninsuffizienz, die deutlichste NIH in 
der AVF- Vene mit signifikanten Änderungen in der Intima/ Media Ratio. Für Vitamin K- 
Antagonisten wurde ein solcher Effekt in Fistelvenen bisher noch nicht beschrieben, die 
vorliegenden Ergebnisse unterstreichen den nachteiligen Effekt eines verminderten Vitamin 
K- Status in der Gefäßwand der Fistelvene.  
Auch CKD fördert die NIH der AVF- Vene, was bereits in anderen Studie gezeigt werden 
konnte (Langer S et al. 2010, Kokubo T et al. 2009), da auch ein CKD- Hintergrund mit 
geringem vaskulären Vitamin K verknüpft ist (Holden RM et al. 2010, Cranenburg EC et al. 
2012) deuten die Ergebnisse auf einen Zusammenhang des vaskulären Vitamin K- Status mit 
NIH. Konsequent wäre eine Verstärkung der NIH bei Warf + K1- Gabe in CKD- Tieren zu 
erwarten (vgl. Gruppe 4 und Gruppe 5), diese tritt jedoch nicht oder im Vergleich der Ratio 
nur undeutlich auf. Dagegen ist eine etwas geringere Hyperplasie der Intima in Gruppe 5 
(CKD + Warf + K1) im Vergleich zur Gruppe 4 (CKD) nachweisbar. Inwiefern ein 
urämischer Hintergrund die Wirkung von Warf + K1 auf die Entstehung der NIH verändert 
wurde bisher noch in keiner Studie untersucht. Möglich scheint die Erweiterung der von 
McCabe et al. postulierten Hypothese für die von Warf + K1 induzierte Kalzifizierung bei 
urämischem Hintergrund (McCabe KM et al. 2013). Danach entwickelt das eigentlich kaum 
vaskulär wirkende Vitamin K1 bei steigendem Kalzifizierungsdruck, möglicherweise durch 
verstärkte Konvertierung zu K2, ebenfalls vasoprotektive Funktionen und verbessert die 
vaskuläre Carboxylierung. Die Rolle von Vitamin K- abhängigen Proteinen bei der 
Entstehung der NIH ist bisher noch nicht vollständig bekannt. Für Gas-6, ein in glatten 
Gefäßmuskelzellen wirkendes Vitamin K- abhängiges Protein, wurde eine 
migrationshemmende Wirkung gezeigt (Fridell YW et al. 1998), so wie sie auch in der 
Entstehung der NIH eine Rolle spielen könnte. Auf den Eingriff des K1 in vaskuläre Prozesse 
wird in den Kapiteln „Kalzifizierung“ und „cMGP/ ucMGP“ ebenfalls eingegangen.  
Reduzierung der NIH der AVF- Vene durch Zugabe von Vitamin K2 zur Warfarin + K1- Diät 
in nierengesunden Tieren 
Vitamin K2 senkt als Zugabe zu Warf + K1- haltigem Futter in nierengesunden Tiere 
signifikant den Intimaanteil in der AVF- Vene gegenüber Warf + K1 alleine (Gruppe 2 zu 
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Gruppe 3), auch im Vergleich der Intima/ Media Ratio kann ein signifikanter Unterschied 
ermittelt werden. In CKD- Tieren kann dies für den Anteil der Intima am Gesamtgefäß nicht 
nachgewiesen werden, jedoch ist eine Tendenz zur Reduktion der Intima/ Media Ratio und 
der absoluten Schichtdicke zu sehen. Da keine inferentielle Untersuchung der absoluten 
Werte stattfand kann hier kein endgültiger Beweis zur Signifikanz der Zugabe von Vitamin 
K2 bei CKD gemacht werden.  
5.4 Kalzifizierung 
Die Arterialisierung der Vene in einer End- zu Seit- Anastomose induziert eine Kalzifizierung 
in unmittelbarer Nähe der Anastomose 
In unserem Versuchsaufbau entsteht vaskuläre Kalzifizierung alleine durch Fistelanlage und 
Anschluss an den arteriellen Kreislauf, was durch Vergleich der Kalzifizierung zwischen 
AVF- Vene und der nicht operierten, kontralateralen Vene gleicher Tiere nachgewiesen 
werden kann. Diese Situation ist aus klinischen (Toussaint ND et al. 2007, Schlieper G et al. 
2008, Balci M et al. 2013) und tierexperimentellen (Langer S et al. 2009, Langer S et al. 
2010) Studien bekannt. Als Gründe können neben klassischen kardiovaskulären 
Risikofaktoren (D'Agostino RB Sr et al. 2008), Urämietoxinen (Moe SM und Chen NX 2004) 
und Störungen des Kalzium- und Phosphatmetabolismus mit Erhöhung des Kalziumphosphat- 
Produktes im Blut (Jono S et al. 2006, Block GA et al. 1998, Ganesh SK et al. 2001, 
Goodman et al. 2000) das Fehlen von Kalzifizierungsinhibitoren (Moe SM und Chen NX 
2004, Schurgers et al. 2013, Danziger 2002) genannt werden, auch anastomosenah wirkende, 
ebenfalls NIH- induzierende Faktoren wie Störungen im shear stress und 
Endothelverletzungen kommen hinzu (Lemson MS et al. 2000). Obwohl vaskuläre 
Kalzifizierung im niereninsuffizienten Patienten bereits in nativen Gefäßen gesteigerte 
Prävalenz zeigt (Moe SM et al. 2002, London GM et al. 1990, Goodman WG et al. 2000) 
steigert die Arterialisierung die Kalzifizierung in venösen Grafts weiter an (Balci M et al. 
2013), was auch in den im humanen Teil untersuchten Shuntvenen (Gruppe 1) als verbreitete 
Komplikation zu sehen ist.  
Die AVF- Vene zeigt mediale und intimale Kalzifizierung, die kontralateralen Arteria und 
Vena femoralis eher mediale Kalzifizierung 
Bei der Lokalisation vaskulärer Kalzifizierung bei niereninsuffizientem Hintergrund betont 
die Literatur verstärkte die mediale Lage (Ejerblad S et al. 1979, Goodman WG et al. 2004, 
Shroff RC et al. 2008), die mit „Mönckebergs Sklerosis“ bezeichnet wird (Mönckeberg J 
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1903, Shanahan CM et al. 1999). Allerdings betrachten diese Studien alle die arterielle 
Kalzifizierung, die Lokalisation von Kalziumphosphat in der Fistelvene wird in keiner Quelle 
untersucht. Das vorliegende Tierexperiment weist Kalziumphosphat in beiden Gefäßschichten 
der Fistelvene nach, CKD verstärkt die intimale und die mediale Kalzifizierung. Auch in 
humanen Proben kann Kalk in beiden Gefäßschichten lokalisiert werden. Jedoch sind die 
Einlagerungen in Arteria und Vena femoralis, äquivalent zur Literatur, medial lokalisiert.  
CKD und Warfarin + K1- Gabe induzieren eine Kalzifizierung der AVF- Vene 
Eine Steigerung der vaskulären Kalzifizierung durch einen niereninsuffizienten Hintergrund 
wurde tierexperimentell (Langer S et al. 2010) und klinisch (Moe SM et al. 2002, London 
GM et al. 1990, Goodman WG et al. 2000, Foley RN et al. 1998) beschrieben und kann auch 
im vorliegenden Tierexperiment für die AVF- Vene gezeigt werden. Neben den 
beschriebenen Ursachen kann auch ein von CKD- Patienten bekannter, auch ohne 
Warfarineinnahme niedriger Vitamin K Status als Risikofaktor vaskulärer Kalzifizierung 
gesehen werden, eine zusätzliche Einnahme weiter Vitamin K- Antagonisten verschlechtert 
diesen noch weiter. Ein tierexperimenteller Beleg für die weitere Verschlimmerung der 
Kalzifizierung in dieser Gruppe konnte kürzlich gegeben werden (McCabe KM et al. 2013), 
ein klinischer Beweis wurde bisher noch nicht publiziert. Aus weiteren Tierversuchen und 
humanen Studien ist bekannt, dass die Einnahme von Vitamin K- Antagonisten bereits bei 
normalem Nierenstatus zu Kalzifizierung großer und mittlerer Arterien und Herzklappen 
führen kann (Koos et al. 2005, Lerner et al. 2009, Schurgers et al. 2007, Schurgers et al. 
2012). Das vorliegende Tierexperiment zeigt erstmals die Auswirkung von durch Warfarin, 
K1 und K2 moduliertem Vitamin K- Status in der arterialisierten Vene bei CKD und belegt 
eine signifikante Verschlimmerung der Kalzifizierung der AVF- Vene durch Urämie oder 
Warf + K1- Gabe. In den nicht operierten Arteria und Vena femoralis induzieren Warf + K1 
mit oder ohne K2- Gabe vaskuläre Kalzifizierung.  
Bei CKD senkt eine Warfarin + K1+ K2- Gabe die Kalzifizierung der AVF- Vene im 
Vergleich zu CKD mit normaler Diät 
Im Vergleich von Gruppe 4 (CKD) zu Gruppe 6 (CKD + Warf + K1+ K2) senkt eine 
Supplementierung mit Warf + K1 + K2 die Kalzifizierung in AVF- Venen. Damit gleichen die 
vasoprotektiven Effekte von Vitamin K2 bei niereninsuffizientem Hintergrund die 
kalzifizierungsinduzierende Wirkung von Warf + K1 in der Fistelvene aus. Ob alleine die 
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Zugabe von K1 in niereninsuffizienten Tieren eine stärkere vasoprotektive Rolle haben könnte 
wird im übernächsten Abschnitt diskutiert.  
In nierengesunden sowie CKD- Tieren unter Warfarin- und K1- Gabe senkt K2 die 
Kalzifizierung der AVF- Vene 
Eine Zugabe von Vitamin K2 zu einer Warfarin- und K1- haltigen Diät reduziert die 
Kalzifizierungswahrscheinlichkeit in Fistelvenen gesunder und CKD- Ratten auf ähnlich 
niedrige Werte wie in Gruppe 1 (nierengesunde Tiere mit normaler Diät) oder darunter. 
Zahlreiche tierexperimentelle- und Observationsstudien wurden durchgeführt, um die 
Auswirkung der Supplementierung mit Vitamin K1 und Vitamin K2 auf vaskuläre 
Kalzifizierung zu klären. Zusammenfasend zeigte Vitamin K2 bei nierengesundem 
Hintergrund einen deutlichen vasoprotektiven Effekt (Spronk HM et al. 2003, Geleijnse JM et 
al. 2004, Schurgers et al. 2007), die kalzifizierungshemmende Wirkung von Vitamin K1 
wurde mehrfach gezeigt (Schurgers et al. 2007, Shea MK et al. 2009) aber auch oft nicht 
nachgewiesen (Spronk HM et al. 2003, McCabe KM et al. 2013). Bei niereninsuffizientem 
Hintergrund konnten McCabe et al. in Ratten dagegen einen kalzifizierungshemmenden 
Effekt von K1 dokumentieren (McCabe KM et al. 2013), eine Studie zur direkten Auswirkung 
von Vitamin K- Supplementierung in dialysepflichtigen Patienten erscheint bisher noch nicht 
in der Literatur.  
In Entnahmewoche 12 senkt die Gabe von Warfarin + K1 in niereninsuffizienten Tieren die 
Kalzifizierung der Fistelvene anstatt sie zu steigern 
Die Kalzifizierung der AVF- Vene bei CKD unter Warf + K1- Gabe (Gruppe 5) ist nach sechs 
Wochen stark und nach 12 Wochen moderat. Vergleicht man dies mit Werten der reinen 
CKD- oder Warf + K1 - Gruppen, würde man dagegen eine Verstärkung der Kalzifizierung 
bei simultaner Fütterung erwarten, die im Zeitverlauf zunimmt. Gleichzeitig deckt sich dieser 
beobachtete Rückgang der Kalzifizierung auch mit dem in Kapitel 4.1.6, Abb. 14a 
beschriebenen Rückgang der NIH in Gruppe 5 im Vergleich zu Gruppe 4, eine Verknüpfung 
beider Effekte scheint möglich.  
McCabe KM et al. liefern eine mögliche Erklärung für diese zunächst unerwartete 
Beobachtung des Kalzifizierungsrückgangs: hier wurde nur bei niereninsuffizientem 
Hintergrund eine Reduktion der Kalzifizierung durch Vitamin K1 erreicht, in gesunden Tieren 
zeigte K1 keine Wirkung auf vaskuläre Kalzifizierung (McCabe KM et al. 2013). Es ist 
bekannt, dass eine Umwandlung von K1 zu K2 im Organismus möglich ist (Okano T et al. 
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2008). So könnten bei stark erhöhtem Kalzifizierungsdruck durch vaskulären Vitamin K- 
Mangel, wie er in der AVF- Vene der Gruppe 5 zum späten Entnahmezeitpunkt erreicht wird, 
eine stärkere Konvertierung von K1 zu K2 stattgefunden haben, um den extremen Mangel 
aktiven Vitamin Ks in der Gefäßwand zu neutralisieren. McCabe et al. unterstützen diese 
These durch verstärkten Nachweis von K2 in Nierengewebe von CKD- Tieren (McCabe KM 
et al. 2013). Einen weiteren Hinweis zur Bestätigung dieser Hypothese liefert die vorliegende 
Arbeit im Vergleich des Carboxylierungsstatus von MGP zwischen den Gruppen, er wird in 
Kapitel 5.5.1. diskutiert. Einen definitiven Beweis dieser Vermutung würde die Auswertung 
des K1 und K2- Status der AVF- Vene beider Diäten liefern und sich als zukünftige 
Untersuchung anbieten.  
5.5 Molekulare Veränderungen 
5.5.1 Carboxylierung und Phosphorylierung von MGP 
cMGP/ ucMGP 
In AVF- Venen und unoperierten Venae femorales ist die Mehrheit von Zellen MGP- haltig  
Tierversuch und humanen Proben zeigen, dass MGP ist in der Mehrzahl von Zellen in Intima 
und Media der AVF- Vene vorhanden ist. Grund dafür könnte der hohe Kalzifizierungsdruck 
in der Fistelvene sein. Proudfoot et al. fanden heraus, dass ein verstärkter 
Kalzifizierungsdruck zu gesteigerter MGP- Expression führt (Proudfoot D et al. 1998), 
Lomashvili et al. stellten in Rattenaortas eine erhöhte Expression von MGP bei chronischer 
Niereninsuffizienz fest (Lomashvili KA et al. 2011). Auch die in der vorliegenden Arbeit und 
in Literaturquellen vermerkte gesteigerte Lokalisation von MGP um den Kalzifizierungsherd 
bestätigt eine stärkere Bildung des Proteins an- und Beförderung des Proteins zu 
Kalzifizierungs- gefährdeten Stellen im Gefäß (Schurgers LJ et al. 2005). Die Verteilung 
cMGP- und ucMGP positiver Zellen ist im Tierversuch deutlich entgegengesetzt: bei 
Zunahme des cMGP- Anteils sinkt der ucMGP Anteil und andersherum, dies bestätigt einen 
Bezug der MGP- Formen zu- und gute Abgrenzung der Spezifität der verwendeten Antikörper 
gegeneinander. 
Der hohe Anteil ucMGP- positiver Zellen in den nicht operierten Venae femorales der Ratten 
ist überraschend und wurde so in der Literatur noch nicht beschrieben. So zeigen Schurgers et 
al. in Media gesunder Gefäße einen hohen Anteil von cMGP bei einem niedrigen Anteil von 
ucMGP, in der Intima fehlen beide Formen von MGP größtenteils (Schurgers LJ et al. 2005).  
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Diät und Carboxylierungsstatus von MGP gehen einher 
Es ist bekannt, dass cMGP vaskuläre Kalzifizierung hemmt, während ucMGP keinen 
signifikanten Einfluss ausübt (Schurgers LJ et al. 2007 b, Price PA et al. 1998), die 
Carboxylierung ist abhängig vom lokalen Vitamin K- Status (Murshed M et al. 2004). Im 
vorliegenden Tierversuch wirkt die Diät signifikant auf Anteil und Ratio carboxylierten und 
untercarboxyliertem MGPs in der AVF Vene, sie beeinflusst den Carboxylierungsstatus auch 
in der Vena femoralis. Der Einfluss verschiedener Diäten soll in den nächsten Abschnitten 
ausführlich diskutiert werden.  
Warfarin (mit Zugabe von K1) senkt nicht, wie erwartet, die Carboxylierung von MGP in der 
AVF- Vene oder der Vena femoralis 
Weder in gesunden (Gruppe 2) noch in CKD- Tieren (Gruppe 5) senkt Warf + K1 die 
Carboxylierung von MGP im Vergleich zu äquivalenten Gruppen ohne Warf + K1- Diät 
(Gruppe 1 und Gruppe 4). Dagegen ist in Gruppe 2 und 5 teils signifikante Zunahme der 
Carboxylierung zu Gr. 1 und Gr. 4 messbar. 
Dies ist zunächst widersprüchlich zu der mehrfach erwähnten, carboxylierungsinhibierenden 
Wirkung des Warfarin (Wallin R et al. 1999, Stafford DW 2005, Schurgers LJ et al. 2007 b, 
Danziger J 2008). Betrachtet man jedoch die zu jeder Warfarindiät, ursprünglich zur 
Reduktion erhöhter Mortalität durch Blutungskomplikationen, verabreichten Dosis an 
Vitamin K1, so erscheint ein in der Literatur strittig diskutierter Eingriff des K1 in vaskuläre 
Prozesse sehr wahrscheinlich. Obwohl K1 durch sein spezifisches Verteilungsmuster meist 
hepatisch lokalisiert werden konnte (Ronden JE et al. 1998, McCabe et al. 2013) und nicht in 
Gefäßen zu finden war, jedoch nur eine lokale Carboxylierung von MGP als wirkungsvoll 
bestätigt wurde (Murshed M et al. 2004), steigt die MGP- Carboxylierung in der AVF- Vene 
nach Warf + K1- Diät. So scheint eine bei McCabe et al. diskutierte, bei steigendem 
Kalzifizierungsdruck vermehrt stattfindende Konvertierung von K1 zu K2 (McCabe KM et al. 
2013). als Erklärung einer verbesserten Carboxylierung von MGP in diesen Gruppen möglich. 
Neben den als kalzifizierungssteigernd identifizierten Diäten mit Warfarin und Adenin spielt 
möglicherweise die Arterialisierung der Vene bei der Steigerung des Kalzifizierungsdrucks 
eine Rolle. So war eine Auswirkung von Warf + K1 auf die Carboxylierung von MGP in der 
AVF- Vene deutlicher als in der Vena femoralis. Hier zeigte sich keine Zunahme der 
Carboxylierung nach Warf + K1- Diät. Zusammenfassend deuten die Carboxylierungsraten 
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von MGP auf steigende Konvertierung von K1 zu K2 bei steigendem Kalzifizierungsdruck im 
Gefäß, hervorgerufen durch AVF- Anlage, Warfarin oder urämischen Hintergrund. 
CKD reduziert MGP- Carboxylierung  
Gruppe 4 (CKD) zeigt insgesamt weniger MGP- Carboxylierung im Vergleich zur 
Kontrollgruppe 1 (signifikante Steigerung des ucMGP- Anteils in Media der AVF- Vene mit 
signifikantem Abfall des cMGP/ ucMGP Ratios in Media der AVF- Vene und Vena 
femoralis). Dabei stimmt die sinkende MGP- Carboxylierung mit steigender 
Kalzifizierungswahrscheinlichkeit überein: ein hoher Anteil von ucMGP in Intima und Media 
der AVF- Vene CKD- Gruppe fällt mit einer stärkeren Kalzifizierung zusammen. Insgesamt 
wurde ein Effekt von CKD- Hintergrund auf MGP- Carboxylierung im Gefäß bisher noch nie 
gezeigt, eine Erhöhung von ucMGP im Serum durch Urämie dagegen nachgewiesen 
(Westenfeld R et al. 2012).  
Eine Zugabe von Warfarin + K1- K2 erhöht die Carboxylierung von MGP in der AVF- Vene 
in gesunden und niereninsuffizienten Tieren  
Bei nierengesundem oder CKD- Hintergrund steigert Warf + K1 + K2- Gabe signifikant die 
MGP- Carboxylierung im Vergleich zu nierengesunden oder CDK- Tieren. Die Aufdeckung 
der carboxylierungsfördernden Wirkung von K2 deckt sich mit der Literatur (Schurgers LJ et 
al. 2007, Spronk HM et al. 2003). Da die Fütterung mit K2 jedoch nie separat, sondern nur in 
Kombination mit Warf + K1 getestet wurde und in diesem Studiendesign die 
carboxylierungshemmende Wirkung des Warfarin aufheben konnte, kann postuliert werden, 
dass Vitamin K2 ohne orale Antikoagulanz eine stärkere vasoprotektive Rolle ausübt.  
Eine Zugabe von Vitamin K2 zur Warfarin + K1- Diät erhöht die Carboxylierung von MGP in 
der AVF- Vene in gesunden und niereninsuffizienten Tieren  
Der vaskuläre Effekt von K2 bei gleichzeitiger Warf + K1- Gabe wurde weder bei 
nierengesunden noch bei CKD- Tieren untersucht. Die vorliegende Tierstudie belegt zum 
ersten Mal signifikante Verbesserung des Carboxylierungsstatus der Fistelvene nach Warf + 
K1+ K2- Diät gegenüber gleich gefütterten Tieren ohne K2- Gabe. K2 gleicht  anderswo 
mehrfach beschriebenen carboxylierungsinhibierenden Effekte von Warfarin vollständig aus 
und steigert die Carboxylierung signifikant besser als reine K1- Supplementierung zur 
Warfaringabe.  
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Westenfeld et al. konnten kürzlich eine Steigerung der cMGP- Konzentration durch K2- Gabe 
im Serum niereninsuffizienter Patienten ohne orale Antikoagulation zeigen (Westenfeld R et 
al. 2012). Die vorliegende Studie bestätigt dieses auch für den cMGP- Anteil im Gefäß, für 
die unoperierte Vena femoralis sowie signifikant für die AVF- Vene. Trotz simultaner 
Warfaringabe in unserem Versuchdesign ist eine stärkere Carboxylierung nach K2- Gabe 
sichtbar, die teils die Carboxylierung der Kontrollgruppe übersteigt. Gleichzeitig geht MGP- 
Carboxylierung mit Kalzifizierungswahrscheinlichkeit der AVF- Vene einher: Gruppen 3 und 
6 zeigen zu gleich gefütterten Tieren ohne K2- Gabe stärkere Carboxylierung mit geringerer 
Kalzifizierung.  
pMGP/ npMGP 
Phosphoryliertes MGP ist die häufigste gefäßständige Form des Proteins und stark um die 
Kalzifizierung lokalisiert 
Während sich eine Vielzahl von Studien der Carboxylierung von MGP widmen, ist die 
Funktion der Phosphorylierung noch weitgehend unerforscht. Schurgers et al. zeigten in vitro, 
dass nicht phosphoryliertes MGP keine inhibierende Wirkung auf vaskuläre Kalzifizierung 
besitzt, und sowohl die Carboxylierung als auch die Phosphorylierung die Funktion von MGP 
modulieren (Schurgers LJ et al. 2007 b). Eine andere Arbeitsgruppe demonstrierte, dass 
Phosphorylierung und Carboxylierung die Bindungseigenschaften von MGP für 
Hydroxyapatit steigern, während nicht- posttranslationell modifiziertes MGP keine Bindung 
aufweist (O'Young J et al. 2011). So ist neben cMGP auch pMGP in der Lage, vaskuläre 
Kalzifizierung durch Kalziumphosphatbindung zu hemmen.  
Allgemein ist die Phosphorylierung von Proteinen eine der wichtigsten posttranslationellen 
Modifikationen, sie führt zu einer Konformationsänderung und bringt als Resultat ein Protein 
mit abweichender Funktion oder Aktivität hervor (Stryer L et al. 2007). Ein weiterer Hinweis 
darauf, dass die Phosphorylierung von MGP physiologische Funktionen des Proteins steuern 
muss, fanden Price et al. (Price PA et al. 1994). MGP ist in den verschiedensten Tierarten 
konserviert, alle drei Serin- Reste, die phosphoryliert werden könnten, erscheinen in allen 
untersuchten phylogenetisch weit entfernten Tierarten wie Hai und Mensch. Schlieper et al. 
deckten auf, dass eine Supplementierung mit Vitamin K2 einen Einfluss auf die 
Carboxylierung von MGP zeigt und die Level von uc- npMGP im Patientenserum senken 
konnte, aber untersuchten nicht die Auswirkung von Vitamin K2- Gabe auf die 
Phosphorylierung des Proteins (Schlieper G et al. 2011).  
5 Diskussion 
 
115 
Untersuchungen zur Verteilung von phosphoryliertem und nicht phosphoryliertem MGP in 
Gefäßwänden sind nicht in der Literatur zu finden und werden in der vorliegenden Arbeit zum 
ersten Mal zusammengestellt. Die vorliegende Studie zeigt pMGP als die vorherrschende 
Form des Proteins in Intima und Media von AVF- Venen und nativen Venen. Es kann in allen 
Tiergruppen und zu allen Zeitpunkten belegt werden, npMGP ist in Tier- und Humangefäßen 
insgesamt seltener nachweisbar. In humanen Gefäßproben steigt die Phosphorylierung nativer 
Venen durch niereninsuffizienten Hintergrund, in Shuntvenen misst man eine verdoppelte 
pMGP/ npMGP Ratio im Vergleich zu nativen Venen nierengesunder Patienten. Dies deutet 
auf einen Zusammenhang der Phosphorylierung mit Nierenstatus und venöser Arterialisation 
und der damit einhergehenden Steigerung des Kalzifizierungsdrucks im Gefäß, 
möglicherweise induziert steigender Kalzifizierungsdruck stärkere MGP- Phosphorylierung. 
Eine Korrelation der Phosphorylierung mit dem Nachweis vaskulärer Kalzifizierung (vgl. 
humane Gruppen 1 und 2) kann dagegen nicht dokumentiert werden, auch für eine 
Abhängigkeit vom Vitamin K- Status im Gefäß (Tierexperiment) finden sich keine Hinweise.  
Eine Lokalisation von pMGP und npMGP um die kalzifizierte Stelle ist in Ratten- und 
Humanproben nachweisbar. Auch dieser Anreicherungsort wurde für phosphoryliertes und 
nicht phosphoryliertes MGP noch nicht beschrieben, wäre aber äquivalent zur Anreicherung 
von carboxyliertem und nicht carboxyliertem MGP um den Kalzifizierungsherd (Schurgers LJ 
et al. 2005).  
5.5.2 Zellkomposition in Neointima und Media  
Der Großteil der Zellen in NIH der Fistelvene sind Myofibroblasten, in der Media der 
Fistelvene finden sich Myofibroblasten, Fibroblasten und glatte Gefäßmuskelzellen  
Myofibroblasten wurden mehrfach als dominierender Zelltyp der Neointima beschrieben (Lee 
T et al. 2011, Roy- Chaudhury P et al. 2009, Wang Y et al. 2008, Langer S et al. 2010), sie 
sind sowohl in humanen als auch in tierischen AVF- Venen der vorliegenden Studie zu 
finden. Da Myofibroblasten Kollagen extrazellulär sezernieren (Tang N et al. 2013) könnte so 
eine vermehrte Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten zu Volumenzunahme 
der NIH und Versteifung der arterialisierten Vene führen (Langer S et al. 2010). Auch in 
stenosierten nativen Venen von Dialysepatienten kann die Mehrheit von Zellen als 
Myofibroblasten nachgewiesen werden (Lee T et al. 2011). Glatte Gefäßmuskelzellen, welche 
Desmin und SMA expremieren, sind ebenfalls in der NIH arterialisierter Venen zu finden, 
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auch diese Beobachtung deckt sich mit der Literatur (Roy- Chaudhury P et al. 2009, Wang Y 
et al. 2008).  
Arterialisation induziert Veränderungen der Zusammensetzung von Zytoskelettproteine der 
Vene 
Arterialisation induziert in Tier- und Humanproben in Intima eine Abnahme Vim +, Des + - 
Zellen mit einhergehender Zunahme SMA + - Zellen. In Media steigt gegensätzlich dazu der 
Anteil Vim + und/ oder Des + - Zellen an während der Anteil SMA + - Zellen sinkt. 
Insgesamt führt der Anschluss an den arteriellen Kreislauf zu einer phänotypischen 
Veränderung der Zellen in Intima und Media, die an Hand veränderten Nachweises der 
Zytoskelett- Proteine Vimentin, Desmin und SMA identifiziert werden kann. Zytoskelett- 
Proteine tragen wesentlich zu zellulärer Kontraktion (Eckes B et al. 1998, Boriek AM et al. 
2001) und Gefäßtonus bei, Änderungen in der Expression könnten als Ursache gestörter 
Vasodilatation und- Konstriktion der arterialisierten Vene fungieren und zum 
Funktionsverlust der AV Fistel beitragen. Auch Veränderungen der Zellzusammensetzung in 
Intima und Media modifizieren normale Gefäßfunktion (Langer S et al. 2010), der Umbau 
beider Gefäßschichten kann in Kombination mit NIH in sinkender Integrität und mangelnder 
Anpassungsfähigkeit an schwankende hämodynamische Bedingungen münden. Während 
Arterialisation die phänotypische Zellzusammensetzung in Intima und Media verändert, zeigt 
keine der verwendeten Diäten einen signifikanten Einfluss und minimiert nicht die 
Einwirkung der Arterialisation auf den Gefäßwandumbau.  
5.5.3 Ossifikation und Makrophageninfiltration 
Einzelne Osteoblasten/ Chondroblasten sind im Großteil der Venen lokalisiert, in Intima 
humaner Venen treten sie nach Arterialisation häufiger auf 
Bei RunX2 (runt- related- transcription factor 2) handelt es sich um einen 
Transkriptionsfaktor, bei dessen Anwesenheit die phänotypische Umschaltung von 
mesenchymalen Stammzellen zum Osteoblasten/ Chondroblasten- Phänotyp vorangetrieben 
wird (Palaniswamy C et al. 2011, Byon CH et al. 2008). Glatte Gefäßmuskelzellen gehen aus 
mesenchymalen Stammzellen hervor und können im adulten Status noch einen 
phänotypischen Wechsel zum kalzifizierenden Osteoblasten/ Chondroblasten Phänotyp 
vollziehen, wodurch die Ossifikation im Gefäß Parallelen zur Knochenbildung aufweist 
(Boström K et al. 1993, Moe SM und Chen NX 2008). Ein RunX2- Nachweis gelang bereits 
in kalzifizierenden Gefäßen von Patienten (Boström K et al. 1993, Shanahan CM et al. 1999, 
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Moe SM und Chen NX 2008) im Tiermodell (Speer MY et al. 2009) sowie in glatten 
Gefäßmuskelzellen in vitro (Nakano-Kurimoto R et al. 2009, Byon CH et al. 2008). In der 
vorliegenden Arbeit werden Rattenfisteln und humane Shuntvenen sowie native Venen 
immunhistochemisch auf die Anwesenheit des Transkriptionsfaktors untersucht um einen 
Zusammenhang des phänotypischen Wechsels mit venöser Arterialisation, urämischem 
Hintergrund, Vitamin K- Status sowie Kalzifizierungswahrscheinlichkeit zu überprüfen.  
Osteoblasten/ Chondroblasten werden in humanen- und Tierproben vereinzelt lokalisiert, 
dafür im Großteil aller Gefäße identifiziert. Im Tierversuch induzieren die Modifikation des 
Vitamin K- Status sowie CKD einen größeren Prozentsatz RunX2- positiver Fistelvenen. Es 
konnte bereits gezeigt werden, dass carboxyliertes MGP durch Bindung von BMP-2 eine 
Inhibierung des phänotypischen Wechsels bewirkt (Boström K et al. 2001, Zebboudj AF et al. 
2003, Palaniswamy C et al. 2011), laut diesen Ergebnissen wäre in Gruppen höheren 
Carboxylierungsstatus weniger RunX2 zu erwarten. Lomashvili et al. postulierten dagegen, 
dass MGP Kalzifizierung und Osteogenese zum überwiegenden Teil durch Hydroxyapatit- 
Bindung und nicht durch Inaktivierung von BMP2 inhibiert, weil sie in Rattenaorta keine 
Beeinflussung des RunX- Spiegels durch Warfarin oder urämischen Hintergrund finden 
konnten (Lomashvili KA et al. 2011).  
In der vorliegenden Arbeit zeigen sowohl humane Gruppen als auch Tiergruppen mit 
höherem Carboxylierungsstatus weniger Kalzifizierung aber nicht weniger RunX2- Nachweis. 
Daher lässt sich der Zusammenhang MGP- Carboxylierung und phänotypische Umwandlung 
glatter Gefäßmuskelzellen in der arterialisierten Vene durch die vorliegenden Ergebnisse 
nicht bestätigen. Diese Fragestellung sollte in zukünftigen Arbeiten durch umfangreichere 
Untersuchungen adressiert werden.  
In humanen Venen gelingt der Nachweis des Markers unabhängig von der Gruppe und bereits 
vor Arterialisation, erfolgte Arterialisation führt nicht zu weiterer Steigerung des RunX2- 
Nachweises. Eine Veränderung im absoluten Nachweis zwischen kalzifizierten und nicht 
kalzifizierten Shuntvenen kann den Ergebnissen weder für Intima noch für Media entnommen 
werden. Insgesamt sind Daten humaner Proben und Tierproben äquivalent und zeigen wenig 
Hinweise auf Zusammenhang zwischen RunX2- Expression mit MGP- Carboxylierung, 
Kalzifizierungsdruck bzw. gemessener Kalzifizierungswahrscheinlichkeit, was mit den 
Ergebnissen von Lomashvili et al. zusammengeht und auf eine BMP2- unabhängige 
Inhibition von Gefäßkalzifizierung durch MGP deutet (Lomashvili KA et al. 2011).  
5 Diskussion 
 
118 
Unabhängig von Arterialisation, Nierenfunktion oder Vitamin K- Status finden sich 
Makrophagen vereinzelt in Intima und Media von AVF- Venen  
Humane und tierische Gefäße enthalten vereinzelte CD68 + - Makrophagen/ mononukleäre 
Zellen in fast aller Gruppen. Diese sind NIH- ständig aber auch in der Media von Fistelvenen 
und nativen Venen zu sehen, was die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestätigt (Castier Y 
et al. 2006). Dies deckt sich für neointimale Plaques mit der bereits bekannten Rolle von 
Makrophagen bei Ausbildung und Fortschreiten intimaler, atherosclerotischer Kalzifizierung. 
Hier infiltrieren Monozyten die Gefäßwand, differenzieren zu Makrophagen und 
phagozytieren extrazelluläre Lipide, wodurch sie sich zu Schaumzellen entwickeln und durch 
nachfolgende inflammatorische Prozesse zum Fortschreitenden des Gefäßumbaus führen 
(Campbell NA und Reece JB 2009, Kasper DL et al. 2008). Bei der medialen Kalzifizierung 
spielen Lipidinfiltration und Inflammation dagegen keine Rolle, hier kalzifizieren elastische 
Lamellen unabhängig von gefäßständigen Makrophagen (Mönckeberg J 1903, Shanahan CM 
et al. 1999). Da sowohl mediale als auch intimale Kalzifizierung in arterialisierten Venen 
nachgewiesen wurden (Zou Y et al. 1998, Hofstra L et al. 1996) überprüft die vorliegende 
Arbeit verschiedene Gefäßschichten auf Anwesenheit von Makrophagen mit Hilfe eines 
Makrophagen- und Monozyten spezifischen Antikörpers CD68 (Micklem K et al. 1989). 
Makrophagen sind am häufigsten in Gruppen mit CKD- Hintergrund, jedoch nicht unbedingt 
in Gruppen mit höchstem Kalzifizierungsdruck sichtbar, die Gabe von Vitamin K2 senkt 
insgesamt nicht die Makrophageninfiltration. Somit kann die These, dass ein geringer Vitamin 
K- Status im Gefäß durch Erhöhung der Kalzifizierungswahrscheinlichkeit zu erhöhter 
Makrophagenrekrutierung, Kalziumphagozytose und nachfolgend zu erhöhter Inflammation 
führt (Chatrou ML et al. 2012) nicht bestätigt werden. Da keine Quantifizierung stattfand und 
Makrophagen auch in weniger stenosierten und kalzifizierten AVF- Venen zu sehen waren 
kann keine Aussage zur Verstärkung der NIH oder Kalzifizierung in arterialisierten Venen 
durch Eindringen von Makrophagen mit nachfolgender Zytokinabgabe gemacht werden, so 
wie von anderen Gruppen vermutet (Kelly BS et al. 2002).  
In humanen Proben können Makrophagen auch in unoperierten Venen unabhängig von der 
Nierenfunktion des Patienten nachgewiesen werden, was auf ihr physiologisches Vorkommen 
in Intima und Media gesunder Venen deutet. Die Präsenz inflammatorischer Zellen in der 
Gefäßwand nativer, prädialytischer Venen von CKD- Patienten ist bekannt (Wali MA et al. 
2003, Wali MA et al. 2006), für native Venen nierengesunder Patienten dagegen nicht 
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dokumentiert. CD68- positive Zellen sind insgesamt in humanen Venen häufiger zu sehen und 
stärker medial lokalisiert als in tierischen AVF- Venen. Diese Beobachtung kann nicht nur auf 
die verschiedene Infiltration in verschiedenen Modellen zurückgeführt werden, da für die 
immunhistochemische Analyse zwei verschiedene Antikörper verwendet werden mussten 
können auch unterschiedliche Eigenschaften der Antikörper bzw. unterschiedliche 
Sensitivitäten auf Geweben verschiedener Herkunft verantwortlich sein.  
5.5.4 Apoptose, Proliferation und deren Ratio (TUNEL/ PCNA)  
Unerwartet viele Zellen reagieren auf die verwendeten Nachweise für Proliferation und 
Apoptose, häufig sind auf Human- oder Tiergewebe für beide Parameter zusammen etwa 80 
% der Zellen positiv. Diese Beobachtung würde mit erstaunlich geringem Anteil der in S0- 
Phase ruhenden Zellen einhergehen, kann aber durch die verwendete Methode der 
Epitopdemaskierung sowie durch den Propliferationsmarker PCNA erklärt werden: Hitze- 
induzierte Epitop Demaskierung in der Mikrowelle steigert die Sensitivität verschiedener 
Antikörper einschließlich PCNA (Allison RT und Best T 1998). Davon unabhängig wurde für 
PCNA ein erhöhter Nachweis dokumentiert, der stärkere Proliferation als tatsächlich vorgibt 
(Verheyen R et al. 1989). Bei PCNA handelt es sich um einen in Gefäßen häufig verwendeten 
Antikörper proliferierender Zellen (Rossmann P et al. 1999, Langer S et al. 2010, Wan SY et 
al. 2013), auf Grund identischer Demaskierung aller Gewebe der vorliegenden Arbeit ist trotz 
der Sensitivitätssteigerung kein Verfälschen der Ergebnisse zwischen den Gruppen zu 
erwarten.  
Wirkung von Arterialisation und urämischen Hintergrund auf Proliferation oder Apoptose 
Erfolgte Arterialisation verändert im Tierversuch nicht die Proliferation, die Apoptose oder 
das Apoptoseratio, auch ein CKD- Hintergrund zeigt keinen Einfluss auf diese Parameter. 
Dies weicht von der durch Langer et al. nachgewiesenen Korrelation zwischen CKD und 
erhöhter Apoptoseratio in AVF- Venen ab (Langer S et al. 2010). In der Vena femoralis von 
CKD- Tieren ist die höhere Apoptoseratio Resultat geringerer Proliferation und nicht Resultat 
höherer Apoptose. 
In humanen Venen steigt die Apoptoseratio durch Arterialisation, aber nicht durch CKD. 
Wird zu Shuntgruppe (humane Gruppen ein und 2) und nativer Gruppe (humane Gruppen 3 
und 4) vereinigt, ist die Apoptoseratio von AVF- Venen gesteigert, für Tunica Intima ist das 
Ergebnis signifikant. 
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Zusammenhang zwischen Kalzifizierung und Apoptose  
Apoptose und fortgeschrittene Kalzifizierung sind kolokalisiert, beginnende Kalzifizierung 
zeigt jedoch weniger apoptotische Zellen als fortgeschrittene Kalzifizierung. Das Vorkommen 
apoptotischer Zellen um einen Kalzifizierungsherd wurde mehrfach beschrieben (Schachner T 
et al. 2006, Shroff et al. 2008). Proudfoot D et al. postulierten, dass vermehrte Apoptose 
stärkere Kalzifizierung initiiert: Absterbende Zellen geben Apoptosekörperchen ab, die als 
Kristallisationspunkt für Kalziumphosphat dienen (Proudfoot D et al. 2000, Clarke MC et al. 
2008), AVF- Venen mit stärker Kalzifizierung verfügen über eine gesteigerte Apoptoseratio 
(Langer S et al. 2010). Unsere Ergebnisse deuten darauf, dass auch ein umgekehrter Effekt in 
Erwägung zu ziehen ist: durch starke Kalzifizierung wird eine stärkere Induktion von 
Apoptose umgebender Zellen initiiert. Dies könnte durch phagozytotische Aufnahme der 
Kalziumphosphatkristalle durch Makrophagen mit nachfolgender Abgabe pro- 
inflammatorischer Zytokine stattfinden, wie bereits in Kapitel 5.5.3 erklärt. Auch Reynolds et 
al. vermuten einen Zusammenhang zwischen Apoptose und Kalzifizierung (Reynolds JL et al. 
2004): Dennoch zeigen humane Proben keine Korrelation: Hier gleichen sich die 
Apoptoseratios der Gruppen mit kalzifizierten und nicht kalzifizierten Shuntvenen. 
Ob vaskulärer Vitamin K- Mangel und CKD zu verstärkter Apoptose führen kann nicht 
eindeutig nachgewiesen werden. Vaskulärer Vitamin K- Mangel wird in der Literatur mit 
verstärkter Apoptose verbunden: Gas6, ein Vitamin K- abhängige Protein wirkt in glatten 
Gefäßmuskelzellen inhibierend gegen Apoptose und Kalzifizierung (Nakano T et al. 1996, 
Son et al. 2006). Im vorliegenden Tierversuch wird die höchste Apoptose jedoch in AVF- 
Venen mit K2 behandelter Gruppen gemessen, was einen Wiederspruch dazu bildet. Obwohl 
in K2 behandelten Gruppen weniger Kalzifizierung nachzuweisen ist, ist der Anteil 
apoptotischer Zellen hier gesteigert.  
Übertherapiertes Warfarin (mit Zugabe von K1) induziert vermehrte Proliferation in Intima 
und Media der AVF- Vene 
Signifikante Abnahme des Apoptoseratios im Vergleich der Gruppen 2 und 5 zu Gruppe 1 
resultiert aus erhöhter Proliferation bei gleicher Apoptose: Warf + K1 steigert die Proliferation 
intimaler und medialer Zellen. Diese Beobachtung fällt mit verstärkter NIH in diesen Gruppen 
zusammen und könnte ursächlich dafür sein. Die Steigerung der Proliferation ist signifikant 
für nierengesunden und CKD- Hintergrund und kann auch für die Vena femoralis wiederholt 
werden.  
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5.6 Schlussfolgerung und Ausblick 
CKD- Hintergrund und Vitamin K- Antagonisation verstärken im Tierversuch die NIH der 
arterialisierten Vene. Eine Zugabe von Vitamin K2 reduziert hingegen signifikant die NIH in 
arterialisierten Venen Warfarin + K1 behandelter, nierengesunder Ratten. In CKD- Tieren ist 
derselbe Effekt sichtbar, bleibt im untersuchten Versuchsaufbau  jedoch nicht signifikant. 
Damit wäre eine vorteilhafte Wirkung von Vitamin K2- Supplementierung z.B. in 
nierengesunden Patienten unter Vitamin K Antagonisation denkbar, wobei hier eine genaue 
Evaluation der Auswirkungen auf die antikoagulatorische Wirkung des Warfarin notwendig 
wäre. 
CKD- Hintergrund und Vitamin K- Antagonisation verschlimmern im Tierversuch ebenfalls 
die Kalzifizierung der arterialisierten Vene, besonders Fistelvenen von CKD- Tieren zeigen 
eine extensive, im Zeitverlauf steigende Kalzifizierung. Die Zugabe von Vitamin K2 senkt die 
Kalzifizierung der Fistelvene in gesunden und CKD- Tieren. So könnte die Gabe von Vitamin 
K2- positive Effekte auf Primär- und Sekundärfunktion von Dialyseshunts durch 
Verminderung von Kalzifizierung der Fistelvenen erzielen. Positive Effekte der Vitamin K2- 
Supplementierung auf andere Gefäße mit ungünstigem shear stress und daraus resultierendem 
erhöhten Kalzifizierungsdruck können vermutet werden, klinische Studien dieser 
Fragestellungen sind erforderlich. In Warfarin + K1 behandelten Dialysepatienten wäre eine 
protektive Wirkung von Vitamin K2 ebenfalls denkbar, wobei auch hier auf konstante 
Antikoagulanz- Wirkung zu achten wäre. Auch mögliche molekulare Mechanismen zur 
Gefäßkalzifizierung werden in der vorliegenden Arbeit adressiert: so führte eine Vitamin K2- 
Gabe zu erhöhter Carboxylierung des Kalzifizierungsinhibitors MGP, damit ging ein 
geringerer vaskulärer Schaden in den mit K2 behandelten Gruppen einher.  
Insgesamt bietet eine Gabe von Vitamin K2 für Patienten mit geringem Vitamin K- Status 
einen fistelprotektiven Effekt und zeigt einen vielversprechenden Therapieansatz für Patienten 
mit starkem Risiko vaskulärer Kalzifizierung. Momentan existieren in den klinischen 
Leitlinien zur Diät von chronisch niereninsuffizienten Patienten keine Verweise zur 
Steigerung der Tagesdosis an Vitamin K (Fouque D et al. 2007). Eine weitere 
Entschlüsselung vasoprotektiver Effekte würde besonders der Gruppe chronisch 
niereninsuffizienter, häufig unter Vitamin K- Mangel stehender Patienten nützen. Auch unter 
oraler Antikoagulation stehende Patienten sind eine Risikogruppe vaskulärer Erkrankungen, 
wobei eine Vitamin K Gabe in dieser Patientengruppe zusätzlich die Koagulation stabilisieren 
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könnte (Stafford DW et al. 2007). Die vorliegende Studie deutet auf vorteilige Effekte einer 
K2- Supplementierung in diesen Patienten, auch hier sollten weitere Untersuchungen die 
Auswirkungen adressieren und evaluieren. 
Zwei aktuell laufende klinische Studien der RWTH Aachen und Maastricht University 
widmen sich den Effekten von Vitamin K- Supplementierung auf Fortschreiten der 
Kalzifizierung in Herzklappen sowie der Arteria carotis (Theuwissen E et al. 2012). Positive 
Ergebnisse lieferten vielversprechende therapeutische Ansätze und wachsendes Verständnis 
Vitamin K- abhängiger Prozesse bei vaskulären Pathologien.  
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6 Zusammenfassung 
Arteriovenöse Fisteln (AVFs) bestehen aus chirurgisch verknüpfter Arterie und Vene und 
stellen als wichtigste Form von Hämodialysezugängen einen kritischen Punkt erfolgreicher 
Nierenersatztherapie bei chronischer Niereninsuffizienz (CKD) dar. Sie modulieren einen 
idealen vaskulären Zugang, gleichwohl bildet der Funktionsverlust durch Neointimale 
Hyperplasie (NIH) und Kalzifizierung der arterialisierten Vene einen wichtigen Faktor für 
Morbidität und Hospitalisierung bei Dialysepatienten. Ziel der vorliegenden Studie ist es, 
durch Arterialisation bedingte Veränderungen in Morphologie, Zellkomposition und 
molekularen Faktoren aufzudecken und mögliche Angriffspunkte für Therapien aufzuzeigen. 
Ein AVF- Modell in der Ratte bildet die Grundlage der Beurteilung von Auswirkungen von 
CKD, Vitamin K- Antagonisation und Vitamin K- Supplementation auf Fistelintegrität- und 
umbau. Im zweiten Teil werden Parallelen zwischen AVF- Modell und nativen und 
arterialisierten humane Venen erörtert. 
Arterialisation, CKD (p =0,0003) und Warfaringabe als Vitamin K- Antagonisation (p 
<0,0001) führen im Tiermodell zu extensiver venöser NIH. In nierengesunden Tieren 
reduziert eine Supplementierung von Vitamin K2 zu Warfarin- und Vitamin K1- haltigem 
Futter die NIH der arterialisierten Vene (p =0,0355). In CKD- Tieren ist der Effekt sichtbar 
aber nicht signifikant. Auch für die Kalzifizierung der Fistelvene wirken Arterialisation, 
Urämie (p =0,0039) und Warfaringabe (p =0,0017) fördernd, während eine Supplementierung 
mit Vitamin K2 in nierengesunden und CKD- Tieren als kalzifizierungshemmend gezeigt 
werden kann. Vitamin K2 erhöht die Carboxylierung von Matrix Gla Protein (MGP) (p 
=0,0134 für Warfarin + K1 + K2 zu Warfarin + K1 bzw. p =0,0012 für CKD + Warfarin + K1+ 
K2 zu CKD + Warfarin + K1), einem wichtigen Kalzifizierungsinhibitor in der Gefäßwand. 
Erhöhter Carboxylierungsstatus im Gefäß geht ebenfalls mit verminderter NIH einher. Des 
Weiteren zeigen immunhistochemische Untersuchungen in Mensch und Tier nach venöser 
Arterialisation eine Induktion phänotypischer Umwandlung von Intima- und Mediazellen und 
verstärkte Makrophageninfiltration.  
Während eine Vitamin K- Antagonisation durch Warfaringabe nachteilige Effekte induziert, 
zeigt eine K2 -Supplementierung vasoprotektive Wirkung in der arterialisierten Vene und 
vermindert NIH und Kalzifizierung. Ebenfalls bewirkt K2 -Supplementierung die Steigerung 
des vaskulären MGP- Carboxylierungsstatus. Die vorliegende Arbeit dokumentiert 
vasoprotektive Effekte von Vitamin K2 in kalzifizierungs- und NIH gefährdeten Gefäßen mit 
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und ohne gleichzeitige Warfaringabe und bestärkt Vitamin K als vielversprechende 
Therapiemöglichkeit für vaskuläre Risikopatienten.  
6.1 Abstract 
Arteriovenous fistulas (AVFs) consist of surgically connected artery and vein and represent 
the most common form of vascular access for hemodialysis patients. This makes them 
fundamental for successful compensatory renal therapy for chronic kidney failure (CKD). 
AVFs modulate blood flow for an ideal vascular access. However, fistula failure due to 
neointimal hyperplasia (NIH) and calcification of the arterialized vein determine a common 
cause for morbidity and hospitalization among dialysis patients. This study aims to expose 
arterialization induced changes in morphology, cell composition and molecular factors and to 
illustrate feasible points for therapeutic target. An AVF- model, generated between femoral 
artery and femoral vein in rats was used to evaluate the effect of CKD, vitamin K 
antagonization and vitamin K supplementation on AVF remodeling. The second part of the 
study deals with the examination of native and arterialized human veins in order to identify 
parallel morphological and molecular changes. 
Arterialization, CKD (p =0, 0003) and administration of warfarin as a vitamin K antagonist (p 
<0, 0001) lead to extensive venous NIH in the animal model. Vitamin K2 supplementation to 
warfarin + K1- diet reduces NIH in arterialized veins (p =0, 0355) in healthy animals. 
However, this effect is apparent but remains not significant in animals with CKD. 
Arterialization, CKD (p =0, 0039) and warfarin donation (p =0, 0017) also induce 
calcification in arterialized veins while vitamin K2 supplementation lowers calcification of 
arterialized veins in healthy and CKD animals. Vitamin K2 supplementation enhances Matrix 
Gla Protein (MGP) carboxylation (p =0, 0134 for Warfarin + K1 + K2 versus Warfarin + K1 
and p =0, 0012 for CKD + Warfarin + K1 + K2 versus CKD + Warfarin + K1). MGP is 
considered the most powerful inhibitor of vascular calcification in its activated (carboxylated) 
form. Immunohistochemical evaluation in men and animals reveals phonotypical changes in 
intimal and medial cells after arterialization as well as macrophage infiltration in venous 
tissue.  
Vitamin K antagonization leads to detrimental effects in AVF remodeling while vitamin K2 
supplementation shows vasoprotective properties reducing NIH and calcification and 
additionally enhancing MGP carboxylation in venous tissue. The present study reveals 
vasoprotective effects of vitamin K2 in vessels prone to calcification and stenosis with or 
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without vitamin K antagonization and confirms vitamin K as a promising therapeutic 
approach for patients with risk of vascular complications. 
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8 Anhang 
8.1 Histologische und immunhistochemische Protokolle 
Entwässerung der histologischen Proben 
70 % Ethanol               1h 
70 % Ethanol               1h 
96 % Ethanol               1h 
96 % Ethanol               1h  
100 % Ethanol              1h 
100 % Ethanol              1h 
100 % Ethanol              1h  
Xylol                     1h 
Xylol                     1h 
Xylol                     1h 
Paraffin                   1h 
Paraffin                   1h 
Paraffin                   1h  
Paraffin                   1h 
Die Entwässerung findet bei Vakuum und erhöhter Temperatur (Alk. 40 °C / Paraffin 60 °C) 
statt.  
 
Färbeprotokolle  
Hämalaun- Eosin- Färbung (HE) 
Prozedur:  
1. Entparaffinieren: 
Xylol                       3x 10 min 
und Absteigende Isopropanolreihe 
Isopropanol 100 %      2 x5 min 
Isopropanol 96 %             5 min 
Isopropanol 70 %             5 min 
A.D.                               5 min 
2. Färben 
1. Kernfärbung in frisch filtriertem Hämalaun -5 min 
2. gründlich im warmen Leitungswasser spülen (3x in frischer Küvette) und bläuen lassen (in 
einer neuen Küvette) -10 min 
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3. in 0,1 % wässriger Eosinlösung färben -5 min 
4. in A.D. abspülen (3x in frischer Küvette) 
5. in A.D. stehenlassen. 
3. Dehydrierung der Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe: 
Isopropanol 80 %   10x tunken 
Isopropanol 96 %     10x tunken 
Isopropanol 100 %   20x tunken  
Xylol                         20x tunken 
Im nächsten Xylol stehen lassen und mit Vitroclud eindecken 
 
Elastica- van Giesson- Färbung (EvG) 
Prozedur: 1. Entparaffinieren (siehe HE- Färbung) 
2. Färben 
1.15 min Resorcein- Fuchsin 
2.kurz in A.D. spülen (3 Küvetten) 
3.kurz in 80 %igem Ethanol differenzieren 
4.in 3 Küvetten mit A.D. abspülen 
5. 5 min in Weigert A + B färben 
6. in 3 Küvetten mit A.D. abspülen 
7. Schnitte in 0,5 %iger HCl- Lösung differenzieren (Schnitte einzeln in die Küvette 
eintauchen) 
8. in 3 Küvetten mit A.D. abspülen 
9. 3 min Pikrofuchsin 
10.in 3 Küvetten mit A.D. abspülen 
3. Dehydrierung der Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe (siehe HE- 
Färbung) 
 
Van- Kossa- Färbung (vK) 
Prozedur: 1. Entparaffinieren (siehe HE- Färbung) 
2. Färben 
1. 5 min in 1 % wässriger AgNO3-Lösung (frisch, nicht schwarz) färben 
2. 10 min in A.D. legen 
3. 1 min in Sodaformol legen, dann sofort 10 min unter laufendem A.D. spülen 
4. 5 min in 5 % Natriumthiosulfat Lsg (Na2S2O3*5H2O) legen  
5. 10 min unter laufendem A.D. spülen 
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7. 30 sek in 0,1 %igem Safranin gegenfärben (1 min kernechtrot)  
8. unter laufendem A.D. spülen bis das Wasser klar ist 
3. Dehydrierung der Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe (siehe HE- 
Färbung) 
 
Immunhistochemische Färbungen 
Prozedur: 1. Entparaffinieren (siehe HE- Färbung) 
2. Immunhistochemische Reaktion 
1. erhitzen in Citratpuffer (pH 6) 15 min bei 600W  
2. abkühlen auf Raumtemperatur 30 min 
3. Schnitte in A.D. stellen 
4. um das Gewebe Ringe mit DAKO- Pen ziehen 
5. 2x mit TBST je 5 min waschen  
6. Peroxidase- Block 10 min  
7. 2x mit TBST je 5 min waschen 
8. 10 min Avidin D- Lsg 
9. 2x mit TBST je 5 min waschen 
10. 10 min Biotin- Lsg 
11. kurz mit TBST waschen 
12. Primär AK über Nacht bei 4 °C in feuchter Kammer 
Verdünnungen verwendeter Antikörper: 
AK Verdünnung 
Desmin 1 zu 100 
Vimentin 1 zu 100 
PCNA 1 zu 200 
SMA 1 zu 400 
cMGP 1 zu 200 
ucMGP 1 zu 100 
pMGP 1 zu 200 
npMGP 1 zu 200 
RunX2 1 zu 300 
CD 68 1 zu 400 
Verdünnt jeweils in Antibody- diluent 
 
13.30 min auf Raumtemperatur bringen  
14.2x mit TBST je 5 min waschen 
15.10 min biotinylierter Brücken- AK 
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16.2x mit TBST je 5 min waschen 
17.10 min Streptavidin- HRP 
18.2x mit TBST je 5 min waschen 
19.5- 6 min Substrat -Lsg NovaRED  
20.5 min mit A.D. waschen 
21.Gegenfärbung mit Hämalaun 10 sec 
22.bläuen lassen im warmen Leitungswasser 5 min 
3. Dehydrierung der Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe (siehe HE- 
Färbung) 
 
TUNEL- Reaktion (in situ cell death detection kit) 
Prozedur: 1. Entparaffinieren (siehe HE- Färbung) 
2. TUNEL- Reaktion  
1. erhitzen in Citratpuffer 5 min bei 300W  
2. abkühlen auf Raumtemperatur 30 min 
3. Schnitte in A.D. stellen 
4. um das Gewebe Ringe mit DAKO- Pen ziehen 
5. 2x mit TBST je 5 min waschen  
6. Peroxidase- Block 10 min  
7. 2x mit TBST je 5 min waschen 
8. 10 min mit Avidin D- Lsg inkubieren 
9. 2x mit TBST je 5 min waschen 
10. 10 min mit Biotin- Lsg inkubieren 
11. kurz mit TBST waschen 
12. TUNEL- Reaktionsmix zugeben, für 1 ½ h bei 37 °C inkubieren 
13. 2x mit TBST je 5 min waschen 
13. Converter- POD zugeben, für ½ h bei 37 °C inkubieren 
14. 2x mit TBST je 5 min waschen 
15. 3 -5 min Substrat-Lsg NovaRED  
16. 5 min mit A.D. waschen 
17. Gegenfärbung mit Hämalaun 10 sec 
18. bläuen lassen im warmen Leitungswasser 5 min 
3. Dehydrierung der Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe (siehe HE- 
Färbung) 
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8.2 Rohtabellen deskriptiver Ergebnisse 
Tab. I: Prozentuale Schichtdicke von Intima, Media und Adventitia in den Entnahmewochen 
drei, sechs und 12, gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen je Gruppe und 
Zeitpunkt in der AVF- Vene. Die Werte beschreiben den prozentualen Anteil der jeweiligen 
Schicht an der Gesamtdicke der Gefäßwand und wurden aus den gepoolten Werten der 
verschiedenen Ebenen gebildet.  
Gr. Diät Woche Intima [%] Media [%] Adventitia [%] 
1 normales Futter 3 13,65 ± 10,17 30,95 ± 23,30 54,06 ± 22,07 
1 normales Futter 6 23,04 ± 18,25 28,97 ± 26,89 45,94 ± 21,03 
1 normales Futter 12 25,17 ± 17,00 31,38 ± 22,85 41,58 ± 19,86 
2 Warf + K1 3 38,70 ± 22,86 16,18 ± 6,25 43,38 ± 18,13 
2 Warf + K1 6 40,35 ± 15,83 17,95 ± 7,53 39,79 ± 11,23 
2 Warf + K1 12 53,53 ± 22,52 14,70 ± 10,66 30,79 ± 12,25 
3 Warf + K1 + K2 3 23,17 ± 13,33 18,43 ± 9,47 55,80 ± 12,59 
3 Warf + K1 + K2 6 35,68 ± 18,06 15,18 ± 6,31 48,04 ± 15,32 
3 Warf + K1 + K2 12 43,21 ± 25,30 17,50 ± 11,26 38,17 ± 15,81 
4 CKD 3 39,90 ± 5,25 32,12 ± 4,17 23,40 ± 3,47 
4 CKD 6 35,75 ± 14,64 24,42 ± 11,54 38,28 ± 18,27 
4 CKD 12 43,85 ± 16,53 20,90 ± 10,47 33,24 ± 16,63 
5 CKD + Warf + K1 3 39,33 ± 19,45 15,55 ± 5,54 44,21 ± 13,83 
5 CKD + Warf + K1 6 27,43 ± 17,37 15,32 ± 6,93 55,81 ± 14,15 
5 CKD + Warf + K1 12 33,65 ± 16,04 20,59 ± 10,74 45,41 ± 8,55 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 36,78 ± 10,22 11,16 ± 3,01 50,81 ± 9,72 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 27,45 ± 13,75 18,64 ± 6,37 53,33 ± 14,92 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 33,86 ± 14,88 19,04 ± 7,86 45,42 ± 8,31 
 
Tab. II: Prozentuale Schichtdicke von Intima, Media und Adventitia in den Entnahmewochen 
drei, sechs und 12, gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen je Gruppe und 
Zeitpunkt in der Vena femoralis. Die Werte beschreiben den prozentualen Anteil der 
jeweiligen Schicht an der Gesamtdicke der Gefäßwand und wurden aus den gepoolten Werten 
der verschiedenen Ebenen gebildet. 
Gr. Diät Woche Intima [%] Media [%] Adventitia [%] 
1 normales Futter 3 4,58 ± 1,30 24,50 ± 4,54 70,61 ± 5,75 
1 normales Futter 6 4,36 ± 0,45 24,67 ± 2,90 70,61 ± 2,79 
1 normales Futter 12 8,65 ± 5,18 39,16 ± 17,82 51,18 ± 23,64 
2 Warf + K1 3 4,46 ± 1,59 23,63 ± 4,99 71,53 ± 6,23 
2 Warf + K1 6 3,22 ± 0,84 24,31 ± 3,20 72,50 ± 3,41 
2 Warf + K1 12 5,01 ± 1,62 25,52 ± 4,97 68,50 ± 6,21 
3 Warf + K1 + K2 3 3,72 ± 2,25 23,25 ± 5,19 73,01 ± 4,22 
3 Warf + K1 + K2 6 2,55 ± 1,01 24,75 ± 7,30 72,53 ± 8,25 
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3 Warf + K1 + K2 12 2,49 ± 0,54 22,65 ± 5,43 74,34 ± 5,34 
4 CKD 3 5,31 ± 1,64 18,85 ± 3,50 75,90 ± 3,90 
4 CKD 6 9,63 ± 4,53 39,15 ± 16,48 49,46 ± 16,48 
4 CKD 12 5,59 ± 2,08 32,84 ± 15,09 59,96 ± 18,00 
5 CKD + Warf + K1 3 3,73 ± 0,94 21,30 ± 3,00 74,29 ± 2,87 
5 CKD + Warf + K1 6 4,33 ± 0,95 21,42 ± 4,80 73,29 ± 5,63 
5 CKD + Warf + K1 12 4,09 ± 1,22 22,93 ± 5,10 72,68 ± 5,94 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 4,44 ± 1,40 30,22 ± 13,92 64,71 ± 15,30 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 3,18 ± 0,62 22,18 ± 3,18 74,31 ± 2,52 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 4,86 ± 1,28 27,50 ± 3,61 67,11 ± 5,05 
 
Tab. III Absolute Schichtdicke von Intima, Media und Adventitia in den Entnahmewochen 
drei, sechs und 12, gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen je Gruppe und 
Zeitpunkt in der AVF- Vene. Die Werte wurden aus den gepoolten Werten der verschiedenen 
Ebenen gebildet. 
Gr. Diät Woche Intima [µm] Media [µm] Adventitia [µm] 
1 normales Futter 3 12,83 ± 18,73 26,27 ± 25,30 41,02 ± 22,83 
1 normales Futter 6 22,86 ± 27,87 18,96 ± 16,86 35,98 ± 17,90 
1 normales Futter 12 24,90 ± 33,78 26,70 ± 24,82 29,79 ± 14,65 
2 Warf + K1 3 59,60 ± 74,25 15,03 ± 9,28 34,15 ± 14,40 
2 Warf + K1 6 31,28 ± 17,24 12,80 ± 4,26 26,31 ± 5,48 
2 Warf + K1 12 75,47 ± 76,22 11,84 ± 6,88 28,08 ± 7,02 
3 Warf + K1 + K2 3 14,84 ± 11,27 10,93 ± 5,73 31,17 ± 6,82 
3 Warf + K1 + K2 6 31,04 ± 23,26 10,15 ± 4,75 31,51 ± 10,68 
3 Warf + K1 + K2 12 68,06 ± 70,10 18,65 ± 14,46 40,86 ± 22,10 
4 CKD 3 38,40 ± 5,00 30,94 ± 5,47 23,65 ± 4,91 
4 CKD 6 29,19 ± 20,70 20,44 ± 15,27 26,94 ± 10,79 
4 CKD 12 35,22 ± 17,56 16,75 ± 8,94 26,7 ± 14,92 
5 CKD + Warf + K1 3 51,58 ± 41,16 16,35 ± 5,11 47,45 ± 8,85 
5 CKD + Warf + K1 6 28,25 ± 30,00 12,25 ± 6,43 42,75 ± 13,04 
5 CKD + Warf + K1 12 31,92 ± 17,67 16,93 ± 4,81 42,01 ± 11,42 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 33,02 ± 13,64 9,56 ± 2,44 41,47 ± 11,97 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 27,93 ± 26,59 17,19 ± 12,22 42,05 ± 9,31 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 29,33 ± 16,68 15,54 ± 5,63 37,06 ± 7,72 
 
Tab. IV Absolute Schichtdicke von Intima, Media und Adventitia in den Entnahmewochen 
drei, sechs und 12, gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen je Gruppe und 
Zeitpunkt in der Vena femoralis. Die Werte wurden aus den gepoolten Werten der 
verschiedenen Ebenen gebildet. 
Gr. Diät Woche Intima [µm] Media [µm] Adventitia [µm] 
1 normales Futter 3 1,85 ± 0,59 9,50 ± 3,22 29,73 ± 5,76 
1 normales Futter 6 1,44 ± 0,38 7,92 ± 2,32 23,39 ± 7,64 
1 normales Futter 12 3,43 ± 2,21 15,58 ± 9,20 19,08 ± 9,50 
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2 Warf + K1 3 2,09 ± 0,95 10,60 ± 1,74 34,32 ± 11,17 
2 Warf + K1 6 1,43 ± 0,44 10,98 ± 2,60 33,26 ± 8,06 
2 Warf + K1 12 1,61 ± 0,39 8,05 ± 1,72 22,84 ± 9,21 
3 Warf + K1 + K2 3 1,51 ± 1,11 9,78 ± 2,88 28,78 ± 5,58 
3 Warf + K1 + K2 6 1,08 ± 0,32 10,87 ± 3,30 30,92 ± 7,30 
3 Warf + K1 + K2 12 0,99 ± 0,18 9,19 ± 2,45 29,36 ± 4,80 
4 CKD 3 2,04 ± 0,13 8,27 ± 0,07 28,91 ± 8,83 
4 CKD 6 3,62 ± 1,89 14,35 ± 6,81 19,05 ± 10,36 
4 CKD 12 2,23 ± 1,07 12,92 ± 7,26 23,24 ± 9,49 
5 CKD + Warf + K1 3 1,75 ± 0,43 10,99 ± 2,00 37,90 ± 13,14 
5 CKD + Warf + K1 6 1,94 ± 0,38 9,17 ± 2,10 34,15 ± 13,93 
5 CKD + Warf + K1 12 1,81 ± 0,57 10,48 ± 1,71 31,68 ± 7,12 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 2,04 ± 0,84 11,99 ± 2,31 32,54 ± 21,89 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 1,63 ± 0,23 10,71 ± 1,66 35,63 ± 6,02 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 1,63 ± 0,24 9,47 ± 1,59 23,19 ± 4,46 
 
Tab. V: Kalzifizierung in der Arteria und Vena femoralis, gezeigt als prozentuale Anteile je 
Entnahmewoche und Gruppe.  
Gr. Diät Woche 
Arteria 
femoralis 
gesamt 
Kalk [%] 
Vena 
femoralis 
gesamt 
Kalk [%] 
Vena 
femoralis 
Intima 
Kalk [%] 
Vena 
femoralis 
Media 
Kalk [%] 
Vena 
femoralis 
Adventitia 
Kalk [%] 
1 normales Futter 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1 normales Futter 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1 normales Futter 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 Warf + K1 3 100,00 100,00 0,00 100,00 0,00 
2 Warf + K1 6 80,00 80,00 0,00 80,00 0,00 
2 Warf + K1 12 87,71 85,71 0,00 85,71 0,00 
3 Warf + K1 + K2 3 0,00 40,00 0,00 40,00 0,00 
3 Warf + K1 + K2 6 20,00 20,00 0,00 20,00 0,00 
3 Warf + K1 + K2 12 50,00 50,00 0,00 50,00 0,00 
4 CKD 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
4 CKD 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
4 CKD 12 14,27 0,00 0,00 0,00 0,00 
5 CKD + Warf + K1 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
5 CKD + Warf + K1 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
5 CKD + Warf + K1 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
6 CKD + Warf + K1 + K2 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
 
Tab. VI: Prozentuale Anteile für cMGP und ucMGP positiver Zellen und die Ratio cMGP/ 
ucMGP in der AVF- Vene je Gruppe und Entnahmewoche, gezeigt sind Mittelwerte mit 
zugehöriger Standardabweichung. Die Werte in den Spalten „cMGP“ und „ucMGP“ stehen 
für den prozentualen Anteil der als positiv nachgewiesenen Zellen in der AVF- Vene in Ebene 
L3. Die Berechnung der Werte der Spalte „Ratio Intima/ Ratio Media“ erfolgt aus dem 
Quotienten der Spalte „cMGP“ durch „ucMGP“.  
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Gr. Diät Woche 
cMGP 
Intima 
cMGP 
Media 
ucMGP 
Intima 
ucMGP 
Media 
Ratio 
Intima 
Ratio 
Media 
1 normales Futter 3 
54,37 ± 
23,38 
50,42 ± 
19,58 
41,53 ± 
17,98 
30,58 ± 
12,32 
1,80 ± 
1,75 
2,09 ± 
1,77 
1 normales Futter 6 
38,57 ± 
24,16 
36,66 ± 
21,10 
66,14 ± 
10,26 
67,09 ± 
18,08 
0,61 ± 
0,48 
0,57 ± 
0,41 
1 normales Futter 12 
55,34 ± 
27,07 
51,37 ± 
18,11 
59,22 ± 
21,76 
46,02 ± 
14,62 
1,18 ± 
0,83 
1,25 ± 
0,58 
2 Warf + K1 3 
62,02 ± 
11,44 
57,84 ± 
17,35 
48,37 ± 
18,31 
43,47 ± 
16,13 
1,53 ± 
0,81 
1,36 ± 
0,04 
2 Warf + K1 6 
57,83 ± 
18,92 
50,79 ± 
17,19 
51,33 ± 
13,44 
49,38 ± 
19,11 
1,26 ± 
0,73 
1,39 ± 
1,19 
2 Warf + K1 12 
60,98 ± 
17,84 
48,89 ± 
18,25 
50,18 ± 
17,05 
47,19 ± 
21,43 
1,33 ± 
0,51 
1,29 ± 
0,76 
3 Warf + K1 + K2 3 
65,25 ± 
9,10 
57,66 ± 
10,43 
26,49 ± 
5,59 
35,57 ± 
11,66 
2,52 ± 
0,43 
1,69 ± 
0,18 
3 Warf + K1 + K2 6 
72,29 ± 
9,50 
59,79 ± 
12,12 
32,71 ± 
9,00 
36,19 ± 
13,46 
2,32 ± 
0,59 
1,81 ± 
0,53 
3 Warf + K1 + K2 12 
70,18 ± 
6,34 
62,69 ± 
15,99 
52,41 ± 
16,02 
21,63 ± 
10,65 
2,38 ± 
0,60 
2,01 ± 
1,08 
4 CKD 6 
46,30 ± 
26,56 
41,21 ± 
18,92 
65,37 ± 
9,00 
66,24 ± 
13,42 
0,73 ± 
0,50 
0,62 ± 
0,27 
4 CKD 12 
28,48 ± 
18,67 
24,37 ± 
14,56 
45,03 ± 
26,85 
44,03 ± 
17,31 
1,34 ± 
1,87 
0,66 ± 
0,61 
5 CKD 3 
70,48 ± 
6,83 
66,37 ± 
8,53 
73,53 ± 
7,12 
61,98 ± 
12,31 
0,96 ± 
0,11 
1,09 ± 
0,13 
5 CKD + Warf + K1 6 
66,94 ± 
16,23 
59,79 ± 
13,62 
57,42 ± 
15,26 
53,83 ± 
14,81 
1,22 ± 
0,36 
1,14 ± 
0,22 
5 CKD + Warf + K1 12 
55,64 ± 
22,08 
52,50 ± 
14,23 
45,39 ± 
10,57 
48,64 ± 
17,46 
1,32 ± 
0,72 
1,20 ± 
0,45 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
82,31 ± 
7,42 
76,62 ± 
14,76 
46,24 ± 
12,49 
43,84 ± 
19,52 
1,94 ± 
0,76 
1,97 ± 
0,68 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
68,87 ± 
19,60 
62,70 ± 
11,41 
29,62 ± 
12,14 
34,21 ± 
15,30 
2,52 ± 
0,84 
2,13 ± 
0,73 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
72,43 ± 
13,11 
68,09 ± 
12,57 
35,58 ± 
12,37 
32,06 ± 
18,72 
2,18 ± 
0,48 
3,07 ± 
2,13 
 
Tab. VII: Prozentuale Anteile für cMGP und ucMGP positiver Zellen und die Ratio cMGP/ 
ucMGP in der Vena femoralis je Gruppe und Entnahmewoche, gezeigt sind Mittelwerte mit 
zugehöriger Standardabweichung. Die Werte in den Spalten „cMGP“ und „ucMGP“ stehen 
für den prozentualen Anteil der als positiv nachgewiesenen Zellen in der AVF- Vene in Ebene 
L3. Die Berechnung der Werte der Spalte „Ratio Intima/ Ratio Media“ erfolgt aus dem 
Quotienten der Spalte „cMGP“ durch „ucMGP“.  
Gr. Diät Woche 
cMGP cMGP ucMGP ucMGP Ratio Ratio 
Intima Media Intima Media Intima Media 
1 normales Futter 3 
67,28 ± 
13,38 
58,87 ± 
14,78 
56,03 ± 
14,90 
37,27 ± 
14,10 
1,25 ± 
0,31 
1,68 ± 
0,16 
1 normales Futter 6 
67,47 ± 
18,46 
46,20 ± 
14,87 
65,03 ± 
19,13 
41,90 ± 
21,47 
1,11 ± 
0,45 
1,35 ± 
0,83 
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1 normales Futter 12 
74,06 ± 
13,12 
49,59 ± 
15,54 
51,80 ± 
13,54 
37,54 ± 
19,49 
1,50 ± 
0,40 
1,75 ± 
1,29 
2 Warf + K1 3 
66,91 ± 
12,71 
68,41 ± 
11,22 
53,34 ± 
13,46 
50,66 ± 
12,97 
1,27 ± 
0,12 
1,42 ± 
0,38 
2 Warf + K1 6 
67,89 ± 
12,42 
65,33 ± 
14,50 
52,56 ± 
21,11 
45,30 ± 
15,77 
1,40 ± 
0,30 
1,57 ± 
0,55 
2 Warf + K1 12 
72,27 ± 
17,47 
56,01 ± 
19,17 
62,32 ± 
15,94 
41,45 ± 
16,70 
1,19 ± 
0,29 
1,49 ± 
0,66 
3 Warf + K1 + K2 3 
63,51 ± 
17,50 
47,38 ± 
13,55 
45,08 ± 
20,15 
21,33 ± 
8,74 
1,68 ± 
0,96 
2,37 ± 
0,75 
3 Warf + K1 + K2 6 
67,52 ± 
11,94 
49,69 ± 
12,10 
54,34 ± 
24,85 
25,65 ± 
7,80 
1,44 ± 
0,55 
1,97 ± 
0,17 
3 Warf + K1 + K2 12 
70,50 ± 
10,51 
60,27 ± 
11,69 
52,41 ± 
16,02 
21,63 ± 
10,65 
1,45 ± 
0,49 
3,19 ± 
0,82 
4 CKD 6 
65,83 ± 
23,66 
50,06 ± 
22,72 
64,16 ± 
16,96 
56,14 ± 
14,00 
1,12 ± 
0,62 
0,90 ± 
0,45 
4 CKD 12 
68,20 ± 
23,20 
57,31 ± 
27,71 
63,79 ± 
15,07 
58,57 ± 
13,45 
1,11 ± 
0,51 
1,07 ± 
0,69 
5 CKD 3 
69,18 ± 
12,76 
48,93 ± 
22,25 
60,16 ± 
17,03 
58,46 ± 
12,54 
1,20 ± 
0,27 
0,86 ± 
0,54 
5 CKD + Warf + K1 6 
71,10 ± 
14,17 
59,55 ± 
9,52 
69,61 ± 
13,42 
59,29 ± 
15,00 
1,03 ± 
0,12 
1,04 ± 
0,21 
5 CKD + Warf + K1 12 
68,75 ± 
16,00 
48,76 ± 
16,12 
70,40 ± 
17,94 
51,16 ± 
11,73 
0,99 ± 
0,19 
0,95 ± 
0,27 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
73,65 ± 
16,85 
62,52 ± 
11,53 
47,42 ± 
15,16 
36,14 ± 
22,35 
1,62 ± 
0,40 
2,88 ± 
2,20 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
69,51 ± 
15,25 
53,20 ± 
19,31 
54,44 ± 
22,63 
44,14 ± 
13,29 
1,54 ± 
0,75 
1,25 ± 
0,44 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
79,81 ± 
9,16 
67,03 ± 
13,18 
70,26 ± 
12,43 
58,96 ± 
17,15 
1,17 ± 
0,24 
1,23 ± 
0,45 
 
Tab. VIII: Prozentuale Anteile für Vimentin, Desmin und SMA positiver Zellen je Gruppe 
und Entnahmewoche in der AVF- Vene. Die Werte stehen für Mittelwerte des prozentualen 
Anteils der als positiv identifizierten Zellen in der AVF- Vene in Ebene L3 mit jeweiliger 
Standardabweichung. 
   Vimentin Desmin SMA 
Gr. Diät Woche 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
1 normales Futter 3 
58,79 
± 
24,75 
52,93 ± 
11,27 
29,80 ± 
21,19 
18,39 ± 
13,01 
38,25 ± 
22,91 
61,04 
± 
19,02 
1 normales Futter 6 
57 ± 
17,27 
38,11 ± 
18,34 
24,03 ± 
15,71 
17,42 ± 
13,74 
63,64 ± 
20,95 
71,65 
± 
15,04 
1 normales Futter 12 
41,53 
± 
21,84 
36,89 ± 
12,91 
32,62 ± 
26,68 
27,97 ± 
20,84 
45,15 ± 
20,64 
60,62 
± 
19,52 
2 Warf + K1 3 
73,68 
± 
15,21 
59,38 ± 
12,83 
61,9 ± 
25,30 
45,2 ± 
16,47 
80,61 ± 
20,34 
76,45 
± 7,69 
2 Warf + K1 6 
59,59 
± 
17,27 
50,71 ± 
16,62 
41,59 ± 
28,99 
40,59 ± 
21,48 
83,46 ± 
8,92 
71,6 ± 
12,69 
8 Anhang 
 
151 
2 Warf + K1 12 
64,48 
± 
16,80 
58,62 ± 
16,65 
50,03 ± 
13,53 
46,82 ± 
14,34 
68,51 ± 
20,19 
74,51 
± 
14,28 
3 Warf + K1 + K2 3 
71,72 
± 24,0 
55,34 ± 
13,09 
34,58 ± 
17,15 
32,81 ± 
12,99 
82,45 ± 
7,05 
69 ± 
11,27 
3 Warf + K1 + K2 6 
72,57 
± 
15,34 
56,8 ± 
13,34 
24,57 ± 
14,86 
22,73 ± 
17,03 
74,75 ± 
16,61 
65,42 
± 
17,51 
3 Warf + K1 + K2 12 
71,53 
± 
10,55 
60,04 ± 
13,3 
37,69 ± 
14,62 
39,82 ± 
17,30 
83,47 ± 
5,18 
71,41 
± 
15,19 
4 CKD 3 
75,09 
± 6,56 
13,61 ± 
8,81 
0,97 ± 
0,77 
25,92 ± 
10,85 
80,88 ± 
4,63 
60,47 
± 15,0 
4 CKD 6 
61,86 
± 
13,89 
35,65 ± 
26,61 
25,17 ± 
23,26 
38,04 ± 
13,09 
68 ± 
24,40 
55,95 
± 
17,51 
4 CKD 12 
66,9 ± 
18,40 
38,91 ± 
17,50 
27,78 ± 
27,99 
41,23 ± 
15,40 
80 ± 
12,37 
67,1 ± 
13,13 
5 CKD + Warf + K1 3 
66,55 
± 
12,75 
47,34 ± 
13,35 
30,33 ± 
14,01 
23,48 ± 
10,54 
64,8 ± 
20,42 
60,62 
± 
15,61 
5 CKD + Warf + K1 6 
58,93 
± 
16,66 
49,22 ± 
16,16 
26,2 ± 
10,99 
29,72 ± 
19,16 
56,59 ± 
21,26 
67,16 
± 
16,75 
5 CKD + Warf + K1 12 
53,26 
± 
21,19 
49,86 ± 
17,09 
25,69 ± 
12,22 
31,87 ± 
13,24 
80,21 ± 
7,35 
72,85 
± 
11,54 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
60,41 
± 
13,37 
56,12 ± 
14,74 
36,89 ± 
12,55 
31,05 ± 
15,80 
66,3 ± 
12,67 
55,7 ± 
16,03 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
53,91 
± 
14,13 
45,3 ± 
14,26 
24,62 ± 
15,49 
26,58 ± 
17,84 
70,39 ± 
22,19 
70,35 
± 
12,39 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
64,03 
± 
11,23 
53,48 ± 
13,74 
34,27 ± 
15,44 
35,81 ± 
20,64 
74,23 ± 
9,40 
62,74 
± 
18,75 
 
Tab. IX: Prozentuale Anteile für Vimentin, Desmin und SMA positiver Zellen je Gruppe und 
Entnahmewoche in der Vena femoralis. Die Werte stehen für Mittelwerte des prozentualen 
Anteils der als positiv identifizierten Zellen in der AVF- Vene in Ebene L3 mit jeweiliger 
Standardabweichung. 
   Vimentin Desmin SMA 
Gr. Diät Woche 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
Intima 
[%] 
Media 
[%] 
1 normales Futter 3 
40,62 ± 
14,53 
21,48 ± 
9,72 
27,20 ± 
20,97 
14,84 ± 
9,69 
45,57 ± 
20,56 
87,64 ± 
6,84 
1 normales Futter 6 
56,80 ± 
24,56 
31,61 ± 
19,24 
34,92 ± 
24,22 
16,79 ± 
8,83 
46,28 ± 
23,83 
83,97 ± 
8,62 
1 normales Futter 12 
63,77 ± 
22,51 
34,47 ± 
12,65 
46,83 ± 
25,60 
19,49 ± 
14,66 
43,29 ± 
24,44 
81,79 ± 
10,23 
2 Warf + K1 3 
70,28 ± 
21,77 
41,5 ± 
24,58 
47,80 ± 
31,77 
26,28 ± 
19,56 
30,57 ± 
15,22 
84,40 ± 
10,0 
2 Warf + K1 6 
51,65 ± 
20,42 
23,80 ± 
14,67 
39,83 ± 
20,15 
17,16 ± 
10,66 
41,32 ± 
22,25 
84,88 ± 
9,06 
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2 Warf + K1 12 
67,13 ± 
26,32 
46,72 ± 
17,80 
50,36 ± 
22,48 
34,67 ± 
19,05 
49,36 ± 
26,39 
85,13 ± 
7,28 
3 Warf + K1 + K2 3 
85,06 ± 
11,26 
45,33 ± 
19,37 
42,23 ± 
26,21 
32,95 ± 
25,33 
47,93 ± 
25,67 
81,90 ± 
7,75 
3 Warf + K1 + K2 6 
70,26 ± 
19,35 
22,36 ± 
11,18 
22,50 ± 
10,74 
14,46 ± 
6,45 
44,55 ± 
24,72 
86,69 ± 
6,72 
3 Warf + K1 + K2 12 
77,19 ± 
14,36 
38,17 ± 
27,63 
56,08 ± 
21,84 
22,35 ± 
21,22 
64,02 ± 
19,60 
81,56 ± 
8,72 
4 CKD 3 
83,20 ± 
6,81 
48,80 ± 
19,15 
73,52 ± 
22,26 
64,06 ± 
16,86 
62,20 ± 
14,84 
88,59 ± 
7,86 
4 CKD 6 
56,55 ± 
24,81 
29,73 ± 
17,07 
33,69 ± 
22,57 
19,97 ± 
13,71 
42,21 ± 
20,10 
83,41 ± 
9,83 
4 CKD 12 
69,21 ± 
27,69 
35,66 ± 
21,44 
44,98 ± 
24,51 
20,39 ± 
13,53 
45,78 ± 
24,61 
82,90 ± 
15,79 
5 CKD + Warf + K1 3 
70,28 ± 
12,94 
35,08 ± 
20,66 
58,43 ± 
15,60 
26,39 ± 
15,70 
41,28 ± 
20,47 
76,31 ± 
10,68 
5 CKD + Warf + K1 6 
53,18 ± 
18,71 
21,85 ± 
13,85 
44,79 ± 
12,56 
18,42 ± 
11,18 
64,77 ± 
22,29 
74,59 ± 
10,35 
5 CKD + Warf + K1 12 
55,99 ± 
16,82 
20,39 ± 
14,75 
51,45 ± 
23,24 
22,89 ± 
12,56 
59,88 ± 
24,08 
73,08 ± 
11,02 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
55,68 ± 
13,22 
35,10 ± 
21,54 
50,39 ± 
16,87 
21,55 ± 
13,97 
50,76 ± 
26,22 
77,09 ± 
12,16 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
43,08 ± 
18,64 
18,01 ± 
8,80 
20,65 ± 
13,18 
15,55 ± 
13,18 
55,09 ± 
24,63 
78,91 ± 
12,39 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
62,40 ± 
14,09 
28,05 ± 
14,72 
37,61 ± 
17,32 
19,95 ± 
16,78 
63,57 ± 
20,54 
76,66 ± 
14,02 
 
Tab. X: Prozentuale Anteile der für TUNEL oder PCNA positiven Zellen in der AVF- Vene 
und die Ratio TUNEL/ PCNA in Intima und Media. Die Werte der Spalten TUNEL und 
PCNA stehen für Mittelwerte des prozentualen Anteils der als positiv identifizierten Zellen in 
der AVF- Vene in Ebene L3 mit jeweiliger Standardabweichung, die Spalten Ratio zeigen den 
Quotienten der Spalten mit zugehöriger Standardabweichung.  
Gr. Diät Woche 
TUNEL TUNEL PCNA PCNA Ratio Ratio 
Intima Media Intima Media Intima Media 
1 
 
normales Futter 3 
48,62 ± 
17,57 
41,91 ± 
14,35 
30,78 ± 
12,59 
20,52 ± 
8,93 
1,99 ± 
1,43 
2,18 ± 
0,36 
1 normales Futter 6 
37,33 ± 
13,43 
29,84 ± 
16,02 
30,53 ± 
16,62 
24,01 ± 
16,06 
1,57 ± 
1,05 
1,63 ± 
0,69 
1 normales Futter 12 
47,38 ± 
15,38 
46,10 ± 
17,79 
28,01 ± 
12,70 
17,69 ± 
14,27 
1,96 ± 
1,01 
4,22 ± 
3,23 
2 Warf + K1 3 
49,23 ± 
19,10 
27,11 ± 
18,10 
76,86 ± 
9,62 
59,93 ± 
26,30 
0,65 ± 
0,30 
0,45 ± 
0,22 
2 Warf + K1 6 
47,45 ± 
21,01 
34,54 ± 
19,50 
69,60 ± 
18,90 
47,90 ± 
17,76 
0,67 ± 
0,20 
0,64 ± 
0,19 
2 Warf + K1 12 
43,67 ± 
26,24 
32,06 ± 
22,68 
48,84 ± 
27,30 
41,40 ± 
24,57 
1,31 ± 
1,27 
1,21 ± 
1,29 
3 Warf + K1 + K2 3 
66,52 ± 
13,93 
48,95 ± 
25,35 
81,33 ± 
8,11 
59,16 ± 
28,93 
0,81 ± 
0,15 
0,82 ± 
0,31 
3 Warf + K1 + K2 6 
71,33 ± 
17,91 
56,40 ± 
24,57 
63,71 ± 
17,12 
57,96 ± 
22,09 
1,14 ± 
0,19 
0,96 ± 
0,16 
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3 Warf + K1 + K2 12 
72,20 ± 
9,28 
60,72 ± 
15,41 
66,92 ± 
14,26 
47,14 ± 
22,31 
1,14 ± 
0,21 
1,69 ± 
0,60 
4 CKD 3 
65,40 ± 
11,89 
17,87 ± 
14,00 
53,33 ± 
19,50 
34,55 ± 
14,33 
1,29 ± 
0,17 
0,43 ± 
0,18 
4 CKD 6 
46,27 ± 
13,76 
44,27 ± 
15,68 
38,1 ± 
12,88 
28,06 ± 
13,54 
1,29 ± 
0,39 
1,83 ± 
0,76 
4 CKD 12 
53,80 ± 
17,47 
42,45 ± 
20,66 
27,46 ± 
16,87 
16,13 ± 
8,10 
2,73 ± 
1,97 
3,04 ± 
1,69 
5 CKD + Warf + K1 3 
47,87 ± 
20,13 
42,98 ± 
20,68 
51,09 ± 
16,95 
32,58 ± 
13,93 
1,02 ± 
0,58 
1,35 ± 
0,78 
5 CKD + Warf + K1 6 
57,97 ± 
21,87 
53,96 ± 
19,98 
36,26 ± 
15,81 
28,13 ± 
17,29 
1,76 ± 
0,81 
2,31 ± 
1,15 
5 CKD + Warf + K1 12 
50,75 ± 
21,99 
42,21 ± 
19,81 
41,21 ± 
18,48 
37,52 ± 
18,25 
1,68 ± 
1,68 
1,45 ± 
1,33 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
60,52 ± 
13,36 
53,38 ± 
13,95 
41,66 ± 
17,01 
26,88 ± 
13,19 
1,67 ± 
0,85 
2,35 ± 
1,10 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
40,14 ± 
16,67 
35,42 ± 
21,07 
46,39 ± 
14,06 
33,65 ± 
21,41 
0,88 ± 
0,35 
1,61 ± 
1,70 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
74,71 ± 
10,25 
57,46 ± 
19,24 
31,23 ± 
13,89 
32,22 ± 
15,83 
2,69 ± 
1,15 
2,28 ± 
1,67 
 
Tab. XI: Prozentuale Anteile der für TUNEL oder PCNA positiven Zellen in der Vena 
femoralis der Ratten und die Ratio TUNEL/ PCNA in Intima und Media. Die Werte der 
Spalten TUNEL und PCNA stehen für Mittelwerte des prozentualen Anteils der als positiv 
identifizierten Zellen in der AVF- Vene in Ebene L3 mit jeweiliger Standardabweichung, die 
Spalten Ratio zeigen den Quotienten der Spalten mit zugehöriger Standardabweichung. 
 
Gr. Diät Woche 
TUNEL 
Intima 
TUNEL 
Media 
PCNA 
Intima 
PCNA 
Media 
Ratio 
Intima 
Ratio 
Media 
1 normales Futter 3 
47,15 ± 
19,12 
53,22 ± 
21,13 
59,36 ± 
28,40 
40,94 ± 
16,28 
0,92 ± 
0,38 
1,35 ± 
0,31 
1 normales Futter 6 
39,99 ± 
17,12 
33,16 ± 
19,12 
40,10 ± 
21,03 
25,38 ± 
16,45 
1,19 ± 
0,61 
1,73 ± 
1,13 
1 normales Futter 12 
55,55 ± 
19,41 
48,63 ± 
17,22 
35,94 ± 
20,38 
38,13 ± 
21,20 
2,27 ± 
1,70 
1,80 ± 
1,25 
2 Warf + K1 3 
59,62 ± 
24,54 
43,49 ± 
20,83 
71,20 ± 
31,73 
61,97 ± 
31,68 
1,03 ± 
0,58 
1,05 ± 
0,90 
2 Warf + K1 6 
53,20 ± 
22,94 
41,19 ± 
17,65 
66,47 ± 
16,73 
43,10 ± 
17,23 
0,77 ± 
0,22 
0,95 ± 
0,27 
2 Warf + K1 12 
68,98 ± 
13,01 
53,91 ± 
20,11 
71,15 ± 
26,07 
60,47 ± 
31,50 
1,16 ± 
0,59 
1,18 ± 
0,89 
3 Warf + K1 + K2 3 
66,36 ± 
11,74 
44,87 ± 
20,56 
62,79 ± 
20,93 
38,34 ± 
20,98 
1,14 ± 
0,28 
1,33 ± 
0,62 
3 Warf + K1 + K2 6 
65,58 ± 
16,11 
51,31 ± 
12,40 
59,10 ± 
22,28 
33,87 ± 
20,45 
1,23 ± 
0,53 
1,86 ± 
1,03 
3 Warf + K1 + K2 12 
60,60 ± 
20,01 
33,27 ± 
19,60 
55,34 ± 
27,50 
29,35 ± 
16,30 
1,26 ± 
0,54 
1,18 ± 
0,73 
4 CKD 3 
67,57 ± 
5,74 
58,83 ± 
15,81 
15,20 ± 
7,42 
7,55 ± 
3,77 
5,44 ± 
2,56 
8,22 ± 
0,83 
4 CKD 6 
49,17 ± 
23,19 
45,11 ± 
17,56 
33,02 ± 
20,67 
15,18 ± 
8,50 
2,02 ± 
1,48 
3,99 ± 
2,52 
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4 CKD 12 
54,46 ± 
21,00 
44,20 ± 
21,99 
33,26 ± 
16,32 
22,38 ± 
13,09 
2,28 ± 
1,79 
2,87 ± 
2,11 
5 CKD + Warf + K1 3 
58,05 ± 
19,51 
50,61 ± 
22,86 
53,32 ± 
21,70 
36,49 ± 
20,33 
1,15 ± 
0,24 
1,70 ± 
0,97 
5 CKD + Warf + K1 6 
49,09 ± 
26,50 
41,03 ± 
24,91 
49,46 ± 
21,76 
46,03 ± 
18,41 
1,34 ± 
1,12 
1,04 ± 
0,83 
5 CKD + Warf + K1 12 
43,04 ± 
18,92 
29,61 ± 
22,94 
66,02 ± 
20,19 
55,76 ± 
19,47 
0,78 ± 
0,60 
0,63 ± 
0,53 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
3 
62,13 ± 
20,79 
44,92 ± 
14,53 
62,05 ± 
17,38 
38,98 ± 
16,22 
1,06 ± 
0,44 
1,40 ± 
0,99 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
6 
44,71 ± 
19,50 
34,76 ± 
21,95 
49,94 ± 
18,53 
38,94 ± 
15,08 
1,04 ± 
0,73 
1,04 ± 
0,88 
6 
CKD + Warf + K1 + 
K2 
12 
51,93 ± 
18,03 
40,05 ± 
20,36 
62,00 ± 
13,46 
43,86 ± 
17,24 
0,85 ± 
0,29 
1,12 ± 
0,93 
 
Tab. XII Absolute Schichtdicke von Intima, Media und Adventitia der humanen Venen, 
gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen je Gruppe.  
Gruppe  Beschreibung Intima [µm] Media [µm] Adventitia [µm] 
1 Shuntvenen mit K & NIH 478,61 ± 265,25 196,41 ± 168,09 274,54 ± 183,58 
2 Shuntvenen mit NIH 417,09 ± 215,07 185,99 ± 83,81 285,69 ± 174,19 
3 Nat. Venen von Dialysepat. 158,23 ± 296,03 162,62 ± 73,70 75,05 ± 6,90 
4 Nat. Venen nierenges. Pat. 19,47 ± 15,20 133,04 ± 57,24 101,32 ± 31,19 
 
Tab. XIII Prozentuale Anteile für cMGP und ucMGP positiver Zellen und die Ratio cMGP/ 
ucMGP in humanen Venen je Gefäßschichtgezeigt, gezeigt sind Mittelwerte mit zugehöriger 
Standardabweichung. Die Werte in den Spalten „cMGP“ und „ucMGP“ stehen für den 
prozentualen Anteil der als positiv nachgewiesenen Zellen in humanen Venen.  
Gruppe Beschreibung 
cMGP 
Intima 
cMGP 
Media  
ucMGP 
Intima 
ucMGP 
Media 
Ratio 
Intima 
Ratio 
Media 
1 Shuntvenen mit K & NIH 
19,04 ± 
8,76 
18,6 ± 
9,16 
15,02 ± 
6,5 
15,67 ± 
9,43 
1,506 ± 
1 
1,443 ± 
0,92 
2 Shuntvenen mit NIH 
20,43 ± 
15,94 
23,74 ± 
18,71 
10,48 ± 
15,85 
14,03 ± 
3,17 
1,934 ± 
1,18 
2,707 ± 
4,70 
3 Nat. Venen von Dialysepat. 
32,21 ± 
18,02 
20,28 ± 
15,74 
26,36 ± 
6,79 
12,61 ± 
6,65 
1,616 ± 
1,60 
1,788 ± 
1,53 
4 Nat. Venen nierenges. Pat. 
74,11 ± 
7,59 
59,45 ± 
4,07 
41,87 ± 
14,92 
36,51 ± 
9,6 
2,037 ± 
0,99 
1,732 ± 
0,51 
 
Tab. XIV Prozentuale Anteile für pMGP und npMGP positiver Zellen und die Ratio pMGP/ 
npMGP in humanen Venen je Gefäßschichtgezeigt, gezeigt sind Mittelwerte mit zugehöriger 
Standardabweichung. Die Werte in den Spalten „pMGP“ und „npMGP“ stehen für den 
prozentualen Anteil der als positiv nachgewiesenen Zellen in humanen Venen.  
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Gruppe Beschreibung 
pMGP 
Intima 
pMGP 
Media 
npMGP 
Intima 
npMGP 
Media 
Ratio 
Intima 
Ratio 
Media 
1 Shuntvenen mit K & NIH 
69,62 ± 
13,98 
65,59 ± 
10 
17,54 ± 
9,32 
12,74 ± 
4,22 
4,836 ± 
1,95 
5,548 ± 
1,57 
2 Shuntvenen mit NIH 
76,75 ± 
10,52 
75,88 ± 
8,18 
17,29 ± 
10,74 
21,99 ± 
14,83 
6,664 ± 
5,22 
6,258 ± 
5,92 
3 Nat. Venen von Dialysepat. 
78,83 ± 
5,03 
68,63 ± 
8,32 
14,48 ± 
8,81 
10,59 ± 
3,31 
6,807 ± 
3,11 
7,094 ± 
2,64 
4 Nat. Venen nierenges. Pat. 
84,75 ± 
3,76 
67,44 ± 
7,59 
31,32 ± 
10,13 
24,88 ± 
8,1 
3,056 ± 
1,38 
2,860 ± 
0,64 
 
